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RESUMO

Nesse trabalho, foram sintetizados seletivamente, a partir do 6éxido do limoneno em
oposicao a diversas aminas primarias e secundarias, onze (-aminoalcoois derivados
do limoneno através de aquecimento convencional e sob irradiacdo com
microondas, fornecendo produtos com moderados a bons rendimentos.

O limoneno e nove destes aminoalcoois foram testados contra ovos e larvas de
carrapatos da espécie de Rhipicephalus (Boophilus) microplusn no intervalo de
concentracéo de 0,150-10pg/mL. Os resultados revelaram que em doses entre 10
pl/ml - 2.5 pl/ml todos os compostos testados foram letais as larvas. Frente ao teste
ovicida os compostos 2, 6, 8, 9 e 10 foram os mais ativos, impedindo a ecloséo total
ou quase total dos ovos na menor dose utilizada (0,150 pg/ml). Este é o primeiro
relato da atividade carrapaticida de limoneno, Oxido de limoneno e dos -
aminoalcoois do limoneno para a espécie de carrapato Rhipichephalus (Boophilus)
microplus.

O limoneno e sete B-aminoalcoois foram testatdos in vitro contra forma promastigota
de Leishmania (Vianna) braziliensis. Os resultados dos testes mostraram que, dentre
0s sete B-aminodlcoois testados dois deles foram mais ativos que o padrdo
pentamidina (48,5 £ 28,7 uM) e cinco foram mais ativos que o limoneno 1. Destes,
dois deles (compostos 7 e 9) apresentaram alta atividade frente a formas
promastigotas do ciclo parasitario numa concentracéo de 0,156ug/mL. O Limoneno 1
nesse teste se mostrou inativo (876,2 + 216 yM) demonstrando que este terpeno
isolado ndo € um bom antiparasitario contra formas promastigotas de Leishmania
(Vianna) braziliensis. Este € o primeiro relato de atividade contra leishmania para

amino-alcoois derivados do limoneno.

Palavras-chave : limoneno, [-aminodlcool, sintese, Rhipicephalus (Boophilus)

microplus, leishmaniose, Leishmania braziliensis.



ABSTRACT

Synthesis of Limonene [3-amino alcohol derivatives a nd in vitro biological

evoluation.

In this work, a series of seven limonene [3-amino alcohols derivatives have been
regioselectively synthesized from moderate to good vyields. The eleven (-amino
alcohols Limonene derivatives were synthesized through amindlisis of Limonene
oxide, using several primary and secondary amines by both conventional heating and
under microwave irradiation.

Limonene, Limonene oxide and nine [3-amino alcohol derivatives were investigated
for the effect on egg hatchability and mortality rates of newly hatched larvae of cattle
tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus. At the doses between 10 pl/ml to 2.5 pl/ml
all compounds were highly lethal to the larvae and at lower concentrations some of
them (2, 6, 8, 9 and 10) showed activity. The effect on hatchbility of the eggs was
observed in all treatments. This is the first report of carrapicide activity for Limonene,
Limonene oxide and nine [-amino alcohol derivatives against cattle tick
Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

The leishmanicidal activity was performed and according to the results two of these
compounds were more powerful against in vitro cultures of Leishmania (Vianna)
braziliensis promastigote form in a range of uM. The activities observed for 3b and 3f
were about 100 folds more potent than the drug standard Pentamidine, while the
limonene hasn’t shown any activity in the same test. This is the first report of

antileishmanial activity of Limonene -amino alcohol derivatives.

Keywords : Limonene, [-amino alcohol, synthesis, Rhipicephalus (Boophilus)

microplus, leishmaniasis, Leishmania braziliensis.
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CAPITULO I. INTRODUCAO GERAL






1 INTRODUCAO GERAL

A quimica dos produtos naturais no processo de desenvolvimento de novos
farmacos nas Ultimas décadas € inquestionavel: estima-se que 40% dos novos
farmacos aprovados nesse periodo tenham a sua origem em algum produto natural.
Apesar desse percentual expressivo, a maioria das empresas farmacéuticas esteve,
ao longo desta década, em busca de novas substancias ativas. No futuro bem
proximo, novos medicamentos serdo langados no mercado para tratar doengas que
ainda ndo apresentam cura. Para isso, as areas de Produtos Naturais e a Sintese

Organica precisam responder aos novos desafios implantados.

1.1 O limoneno

Os terpendides constituem uma grande variedade de compostos de origem
vegetal. Esse termo é empregado para designar todas as substancias cuja origem
biossintética deriva de uma unidade do isopreno, ordenados em cadeia, com
rearranjos posteriores, sendo derivada do acido mevalénico. Os esqueletos
carbonados dos terpenos sao formados pela condensacdo de um numero variavel
de unidades pentacarbonadas (isoprénicas). Os compostos terpénicos mais comuns
nos Oleos volateis sdo os monoterpenos (cerca de 90% dos 6leos) e o0s
sesquiterpenos.*

Na figura 1.1 tem-se quatro etapas para a producao de isoprendides. Na etapa
1, os mondémeros IPP e DMAPP sé&o sintetizados a partir de metabdlitos primarios.
Posteriormente (etapa 2) ocorre condensacao de cauda do IPP com uma unidade
inicial de DMAPP gerando precursores fenildifosfato GPP, FPP e GGPP. Na terceira
etapa, a terpeno sintetase catalisa a ciclizagdo ou rearranja o esqueleto com perda

de pirofosfato e, por fim, as enzimas elaboram o produto final.
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Figura 1.1: Biossintese de terpenos.

O limoneno 1 (figura 1.2) pertence a classe dos terpenos e esta presente

s

majoritariamente na composicdo do 6leo essencial de plantas citricas.?® Ele é

abundante no pais, o que o torna um produto de facil obtencdo e baixo custo,*
utilizado igualmente como produto de partida para a sintese de compostos naturais e

derivados.® Além disso, seus derivados tém sido estudado com a intencdo de se

obter novos candidatos a farmacos.

I=
=
Q

Figura 1.2: Limoneno e seus isomeros R e S.



1.2 Atividades bioldgicas do limoneno e terpenos

Em diversos estudos, o limoneno e seus derivados apresentaram
interessantes atividades farmacoldgicas tais como: atividades antimicrobiana do
6xido de limoneno, derivados do limoneno e 6leo essencial contendo limoneno,®®
atividade antifangica de analogos sintéticos, do o6xido de limoneno e Oleo

| 8,9 10-14
)

essencia atividade antitumoral do limoneno, do 6xido e derivados entre outras

qgue serdo mencionadas no decorrer do trabalho.

1.2.1 Atividade contra Leishmaniose

Leishmaniose é um grupo de desordens causada por parasitas do género
Leishmania, um problema grave de saude publica. As principais organizacfes estdo
preocupadas devido ao numero significativo de casos e mortes em todo o mundo,
principalmente em &reas subdesenvolvidas como Africa, Asia e América Latina e
surgimento em novas areas™. Nessas regides, o impacto econémico e social
causado é muito alto, pois os parasitas infectam milhdes de pessoas. A doenca €
endémica em regides tropicais do mundo, que infecta mais de 12 milhdes de
pessoas em 88 paises e suas manifestacfes clinicas podem ocorrer nas formas

cutanea, mucocutanea e visceral.®

E uma inflamag&o cronica devido a resposta ao sistema imune contra o
parasita intracitoplasmética no macréfago ativado. O controle continua sendo um
problema, porque ndo existem vacinas disponiveis e a quimioterapia ainda depende
de compostos pentavalentes potencialmente toxicos, que provocam efeitos

secundarios graves e exigem o tratamento de longo prazo.

Nos ultimos anos, tem havido um interesse crescente em terapias alternativas
e no uso de produtos naturais, especialmente os derivados de vegetais.'’ E varias

pesquisas estdo em andamento com essas caracteristicas.

Um estudo realizado in vitro por Rosa e colaboradores em 2003 com o 0leo

essencial das folhas da Croton cajucara (rico em linalol), frente a Leishmania



amazonensis forneceu novas perspectivas sobre o desenvolvimento de farmacos
com atividade contra esse protozodario. Esse 6leo essencial apresentou ser um
potente composto leishmanicida, ja que inibiu o crescimento de formas
promastigotas de L. amazonensis em concentragbes muito baixas (MIC = 85,0

pg/mL) e ndo apresentaram efeitos citotéxicos contra células de mamiferos.*®

O limédo, uma fruta que apresenta o0 limoneno como seu componente
majoritario, apresentou atividade antiparasitaria para mais de um parasita como T.
gallinarum e H. meleagridi. E o Oleo galico isolado apresenta amplo espectro de
acdo para Leishmania, Plasmodium, Giardia e Tripanossoma.® Com isso, tendo um
composto de baixo custo e facil aquisicdo o interesse na pesquisa de substancias

com atividade antiparasitaria € crescente.

1.2.2 Atividade antimalarica

Malaria € uma das principais doencas que ocorrem em paises tropicais e
subtropicais do mundo, com 1,5-3 milh6es de doentes por ano e muitas sao
criancas.’® O Plasmodium falciparum é o responsavel por muitos casos fatais de
malaria e o mais virulento de quatro espécies com infeccdo humana. O maior
sintoma clinico dessa enfermidade esta na destruicdo de células vermelhas do
sangue durante a multiplicacdo assexuada do parasita, levando a anemia ou
citoaderéncia do parasita nos receptores endoteliais das plaquetas resultando em

severas formas da malaria.?!

A cloroquina é um dos principais farmacos antimalaricos, mas a eficacia deste
e de outros agentes quimioterapicos estd se esgotando devido a resisténcia
parasitaria. Mefloquina € um potente composto extensivamente utilizado nos casos
de resisténcia a cloroquina, mas sua resisténcia também estd sendo observada.

Portanto, o desenvolvimento de alternativas terapéuticas é necessario e urgente.*

O estudo do mecanismo de acdo mostrou que o d-limoneno apresentou
atividade quimiopreventiva em roedores contra cancer de mama, pele, figado,

pulmao e de estdbmago,? possibilitando a interferéncia do metabolismo isoprenéide



desses tumores celulares especificamente na inibicdo da isoprenilacdo de proteinas
21-26 kDa, incluindo a proteina RAS.%

A atividade na proliferacéo celular e a presenca da proteina feniltransferase no
P. falciparum, podem indicar o acesso do limoneno nas células do parasita. Moura e
colaboradores em 2001 demonstraram que o estagio do ciclo do P. falciparum
decresceu apds tratamento com o limoneno por 72 horas, através de uma reducao
significativa da isoprenilacdo protéica possivelmente explicando a detencédo do

parasita atacado.?

1.2.3. Atividade inseticida

Véarias espécies vegetais sao ricas em compostos secundarios com acao
inseticida destacando-se 0s monoterpenos e seus analogos. Estes compostos sao
tipicamente lipofilicos, tendo alto potencial de interferéncias toxicas em processos
bioquimicos basicos, com consequéncias fisiologicas e comportamentais em

insetos.?®

Plantas, como organismos que co-evoluem com insetos e outros
microorganismos, sao fontes naturais de substancias inseticidas e antimicrobianas,
ja que as mesmas sao produzidas pelo vegetal em resposta a um ataque
patogénico. As plantas sintetizam e emitem inUmeros compostos volateis (acidos,

aldeidos e terpenos) para atrair polinizadores e se defender de herbivoros.?’

Em estudos, os compostos monoterpendides tém apresentado diversas
formas de acdo para o controle de espécies de insetos-praga em graos
armazenados, como: de contato, por ingestdo, como ovicida, umigante e repelente,

além de afetarem a biologia dos insetos com mecanismo ainda n&o identificado.?**°

Monoterpenos como limoneno, linolol, terpineol, carvacrol e mirceno compdéem
muitos extratos de plantas e 6leos essenciais com atividade inseticida.*"*? Jaenson
e colaboradores em 2005 desenvolveram um importante trabalho avaliando a

atividade repelente de 6leos essenciais ricos em monoterpenos e sesquiterpenos.



Com trés espécies de plantas: Rhododendron toentosum, Mirica gale e Artemisia
absinthium frente aos ovos de Ixodes ricinus Linnaeus exibiram resultados positivos,
com atividade repelente variando entre 50 e 95% comparavel com a substancia
comercializada, DEET (N,N-dimetil-m-tolumida).*® Da primeira planta foram obtidos
trés quimiotipos de 6leos (-)-limoneno (mais de 50%); mirceno (mais de 56%); e 32%
de plustrol e 18% de ledol. O limoneno € utilizado como inseticida no controle de
ectoparasitas e tem atividade contra insetos, microorganismos e &caros.?*
Apresenta também alta atividade repelente frente ao P. longiseta e F. selysi, na
concentracdo de 50 ng/uL.>® Esse terpeno é téxico para lagartas D. pini e para o

besouro Dendroctonus simplex LeConte.*

A habilidade de dominar muitos insetos em varios estagios do ciclo de vida
sugere que o limoneno tenha uma proveitosa atividade protetora de gréos
armazenados. Viabilidade de formulagfes e aplicacBes desse composto esta sendo

intensamente investigada.

1.2.4 Atividade citotoxica e antitumoral

Véarios estudos demostraram que 0s monoterpenos apresentam atividade
antitumoral e sugerem que esses compostos sejam uma nova classe de agentes
quimiopreventivos do cancer.*>3” O R-(-)- limoneno la é o principal componente da
casca de frutas citricas e tem sido identificado como um agente nao-toxico com
potencial para terapia do cancer.®>?* Serve de precursor para outros monoterpenos
monociclicos oxigenados como o caveol, carvona, mentol, &alcool perilico e

perilaldeido (figura 3).
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Figura 1.3: Exemplo de monoterpenos monaociclicos oxigenados onde o limoneno
serve de precursor.

Esse monoterpeno 1 é extensivamente metabolizado in vivo. Em ratos, os dois
metabdlitos evidentes s&o acido perilico e acido diidroperilico.*® Humanos produzem
esse dois metabolitos além do limoneno 1,2-diol.*? Ele inibe o desenvolvimento de
tumores espontaneos e quimicamente induzidos em glandulas mamarias, figado,

3941 o pancreas de roedores,** bloqueando o crescimento de

pele, pulmé&o, estdbmago
células cancerigenas, tanto in vivo quanto in vitro.*2. A atividade antitumoral parece
ser citostatica, o que é evidenciado pelo fato de que aproximadamente metade dos
tumores reincidiu apdés a interrupcéo do tratamento durante seu estudo. O composto
possui eficacia quimiopreventiva quando administrado a 5% na dieta, somente
durante a fase de promocédo e progressdo do tumor. Seu unico efeito adverso
constatado é a perda de peso e a quimioterapia para tumores de mama induzidos
por nitrosometiluréia (NMU) em ratos é mais efetiva quando utilizado juntamente

com o inibidor de aromatase 4-hidroxiandrostenediona.'?

O mecanismo de acdo do limoneno 1 para a atividade quimiopreventiva e
quimioterapéutica parece envolver alteracées no metabolismo do isopreno. O efeito
na proteina de isoprenilagdo é especifico para espécies ou tipos de células. Desta

maneira, poderia entdo inibir seletivamente a isoprenilacdo da proteina Ras, assim



como a da proteina G in vivo, enquanto que nao exerce efeito na isoprenilacao de

muitas outras proteinas.

Essa inibicdo poderia alterar a localizacdo intracelular das proteinas e por isso
interromper sua atividade biolégica. A sua eficacia na inibicdo de vérios tipos de
tumores in vivo deve-se ao fato de que o composto inibe a isoprenilacdo da proteina

21 a 26-kDa , incluindo a proteina Ras.***®

A atividade de dois quimiotipos do Oleo essencial do fruto de Angelica

archangelica L. foi avaliada, sendo observado que a presenca da atividade citotoxica

do 6leo mostrou-se ndo dependente da quantidade de seus componentes.

1.2.5 Atividade antimicrobiana e antifliingica

Agentes antimicrobianos, incluindo conservantes de alimentos e &acidos
organicos tém sido utilizados para inibir o crescimento de bactérias e ampliam a vida
atil dos alimentos processados. Muitos componentes de ocorréncia natural
encontrados em plantas comestiveis e medicinais e em condimentos tém
demonstrado fungbes antimicrobianas e poderiam servir como uma fonte de agentes

ativos em alimentos.*

O limoneno e alguns terpenos estruturalmente relacionados apresentaram
interessantes atividades. Oleos essencias de plantas contendo, entre outros, o
limoneno sdo capazes de inibir o crescimento de bactérias e fungos.*®**’ E
importante ressaltar que, uma vez que o limoneno € o componente majoritario dos
Oleos essenciais de algumas plantas citricas (podendo chegar a propor¢do de
96%)*’ ndo deve-se descartar a possibilidade de que a atividade antimicrobiana
desses 06leos possa estar relacionada com um provavel sinergismo entre 0s varios
terpenos existentes nos Oleos. Kim e colaboradores testaram varios terpenos
isolados contra microorganismos contaminantes de alimentos e certificaram-se que
nas concentracdes utilizadas (5 a 20% em 1% de tween 20) o limoneno néo inibiu o
crescimento de nenhum dos microorganismos,’ podendo indicar sinergismo entre os

compostos.
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O dleo essencial das folhas de Sesuvium portucastrum, demonstrou, além de
atividade antioxidante, atividade antifungica para Candida albicans, atividade
antibacteriana para Acetobacter calcoacetica, Bacillus subtillis, Clostridium
sporogenes, Clostridium perfringens, Escherichia coli, Salmonella typhii,

Staphylococcus aureus e Yersinia enterocolitica (figura 1.4).

=

Rotundifolone Limonene oxide (+)-Pulegone

Pulegone oxide Carvone epoxide

Figura 1.4: Principais componentes do 6leo essencial utilizados no estudo.

Arruda e colaboradores avaliaram a atividade do 6leo essencial de Mentha x
villosa Hudson e de quatro analagos sintéticos de seu componente majoritario,
rotundifolona, sendo um deles o epdxido de limoneno e observaram a presenca de
atividade contra bactérias gram-positivas, fungos e a auséncia de atividade para

gram-negativas.®

11






2 REFERENCIAS






2 REFERENCIAS

1. SIMOES, C.M.O.; SCHENKEL, E.L.;. GOSMANN, G.; MELLO, J.C.P.; MENTZ,
L.A.; PETROVICK, P.R. Farmacognosia: da planta ao medicamento. Ed. UFSC,
821p, 1999.

2. SHAW, P.E. Review of quantitative analyses of citrus essential oils. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, v. 27, p. 246-257, 1979.

3. HARCASTLE, R. I.; ROWLANDS, M. G.; BARBER, A.M.; GRIMSHAW, R.M.;
MOHAN, M.K.; NUTLEY, B.P.; JARMAN, M. Biochemistry Pharmacology , v.57, p.
801-809, 1999.

4. LISBALCHIN, M.; OCHOCKA, R. J.; DEANS, S.; ASZTEMBORSKA, M.; HART, S.
Bioactivity of the enantiomers of limonene. Medical Science Research , v. 24, p.
309-310, 1996.

5. STANCIULESCU, M.; IKURA, M. Limonene ethers from tire pyrolysis oil. Part 1:
Batch experiments. Journal of Analytical and Applied Pirolysis , V. 75, p. 217-225,
2006.

6. GRAEBIN, C.; LIMBERGER, J.; ROSA, R. M.; EIFLER-LIMA, V. L. The use of
limonene and limonene oxide as building-block for solid phase combinatorial
synthesis. In: The 2" Brazilian Symposium on Medicinal Chemistry -
BrazMedChem , Rio de Janeiro, v. 44, p. S2- 42, 2004.

7. KIM, J.; MARSHALL, M.R.; WEI, C.I. Antibacterial activity of some essential oils
components against five foodborne pathogens. Journal of Agricultural Food
Chemistry , v. 43, p. 2839-2845, 1995.

8. ARRUDA, T.A.; ANTUNES, R.M.P.; CATAO, R.M.R.; LIMA, E.O.; SOUZAD.P.;
NUNES, X.P.; PEREIRA, M.S.V.; BARBOSA-FILHO, J.M.; da CUNHA, E.V.L.
Preliminary study of the antimicrobial activity of Mentha x villosa Hudson essential oil,
rotundifolone and its analogues. Brazilian Journal of Pharmacognosy , v.16, p 307-
313, 2006.

9. BELETTI, N.; NDAGIJIMANA, M.; SISTO, C.; GUERZONI, M. E.; LANCIOTTI, R;
GARDINI, F. Evaluation of the antimicrobial activity of citrus essences on
Saccharomyces cerevisiae. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 52, p.
6932-6938, 2004.

10. AGGARWAL, B. B.; SHISHODIA, S. Inflammation and cancer: How hot is the
link? Biochemical Pharmacology , v. 72, p. 1605-1621, 2006.

11. UEDO, N.; TATSUTA, M.; LISHI, H.; BABA, M.; SAKAI, N.; YANO, H.; OTANI,T.
Inhibition by d-limonene of gastric carcinogenesis induced by N-methyl-NO-nitro-N-
nitrosoguanidine in Wistar rats. Cancer Letters , v. 137, p. 131-136, 1999.

12. CROWEL, P. Prevention and therapy of cancer by dietary monoterpenes.
American Society for Nutritional Sciences , v. 129, p. 775S-778S, 1999.



13. MORSE, M.A.; TOBUREN, A.L. inibitiof of metabolic activatof of 4-
(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone by limonene. Cancer Letters , v. 104, p.
211-217, 1996.

14. CHEN, J.; LU, M.; JING, Y.; DONG, Y. The syntesis of L-carvona and limonene
derivatives with increased antiproliferative effect and activation of ERK pathway in
prostate cancer cells. Bioorganic & Medicinal Chemistry , v 14, p 6539-6547, 2006.

15. NWAKA, S., HUDSON, A. Innovative lead discovery strategies for tropical
diseases. Nature Reviews Drug Discovery , v.5, p. 941-955, 2006.

16. (a) CROFT, S. L.; YEARDLEY, V. Current Pharmaceutical Design . v.8, p. 319-
342, 2002. (b) MURRAY, H. W.; BERMAN, J. D.; DAVIES, C. R.; SARAVIA, N. G.
Advances in leishmaniasis. The Lancet, v. 366, p.1561-1577, 2005.

17. RATES, S. M. K. Plants as source of drugs. Toxicon , v. 39, p.603-613, 2001.

18. ROSA, M.S.S.; MENDONCA-FILHO, R. R.; BIZZO, H. R.; SOARES, R. M. A;
SOUTO-PADRON, T.; ALVIANO, C.S.; LOPES, A.CH.C.L. Antileishmanial activity of
a linalool-rich essential oil from Croton cajucara. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, v.47, p.1895-1901, 2003.

19. ANTHONY, J.P.; FYFE, L.; SMITH, H. Plant active components-a resource for
antiparasitic agents? TRENDS in Parasitology , v.21, p.462-468, 2005.

20. RODRIGUES, J.R.; DOMINGUEZ, N.G. Plasmodium berghey: In vitro and in vivo
activity of dequalinium. Experimental Parasitology , v. 115, p. 19-44, 2007.

21. MILLER, L. H.; GOOD, M. F.; MILON, G. Malaria pathogenesis. Science, v.264,
p.1878-1883, 1994.

22. AYAD, F.; TILLEY, L.; DEADY, L.W. Synthesis, antimalarial activity and inhibition
of haem detoxification of novel bisquinolines. Bioorganic & Medicinal Chemistry
Letters, v.11, p. 2075-2077, 2001.

23. BARDON S.; PICARD K.; MARTEL P. Monoterpenes inhibit cell growth, cell cycle
progression, and cyclin D1 gene expression in human breast cancer cell lines.
Nutrition and Cancer ,v. 32, p.1-7, 1998.

24. CROWELL, P. L.; CHANG, R. R.; REN, Z. B.; ELSON, C. E.; GOULD, M. N.
Selective inhibition of isoprenylation of 21- to 26-kDa proteins by the anticarcinogen
d-limonene and its metabolites. Journal of Biological Chemistry , v. 266, p.17679—
17685, 1991.

25. MOURA, I. C.; WUNDERLICH, G.; UHRIG, M. L.; COUTO, A. S., PERES, V. J,;
KATZIN, A. M.; KIMURA, E. A. Limonene arrest parasite development and inhibits
isoprenylation of proteins in Plasmodium falciparum. American Society for
Microbiology , v. 45, p. 2553-2558, 2001.

16



26. PRATES, H.T.; SANTOS, J. P. Oleos essenciais no controle de pragas de gréos
armazenados. p. 443-461. In: LORINI, I.; MIIKE, L.H.; SENSSEL, V.M. (eds.),
Armazenagem de graos. Campinas: Instituto Bio Geneziz , 1000p, 2002.

27. ERAN, P.; JONATHAN E. The formation and function of plant volatiles: perfumes
for pollinator attraction and defense. Current Opinion in Plant Biology , v.5, p.237,
2002.

28. KARR, L.L.; COASTS, J.R. Insecticidal properties of d-limonene. Journal of
Pesticide Science , v. 13, p. 287-289, 1988.

29. RICE, P.J.; COASTS, J.R. Insecticidal properties of several of several
monoterpenoids to the house fly (Diptera: Muscidae), red flour beetle (Coleoptera:
Tenebrionidae), and outhern maize rootworm (Coleoptera: Chrysomelidae). Journal
of Economic Entomology , v. 87, p.1172-1179, 1994.

30. LEE, S.; PETERSON, C.J.; COASTS, J.R. Fumigation toxicity of monoterpenoids
to several stored product insects. Journal of Stored Products Research , v.39 p.77-
85, 2003.

31. REGNAULT-ROGER C.; HAMRAOUI, A. Fumigant toxic activity and reproductive
inhibition induced by monoterpenes on Acanthoscelides obtectus (Say) (Coleoptera),
a bruchid of kidney bean (Phaseolus vulgaris L.). Journal of Stored Products
Research, v.31, p.291-299, 1995.

32. AHN Y.J.; LEE S.B.; LEE H.S.; KIM G.H. Insecticidal and acaricidal activity of
carvacrol and gB-thujaplicine derived from Thujopsis dolabrata var. hondai sawdust.
Journal of Chemical Ecology , v.24, p. 81-90, 1998.

33. JAENSON, T.G.T.; PALSSON K.; BORG-KARLSON A.K. Evaluation of extracts
and oils of tick-repellent plants from Sweden. Medical and Veterinay Etomology
v.19: p. 345-352, 2005.

34. IBRAHIM, M.A.; KAINULAINEN, P.; AFLATUNI, A.; TILIKKALA, K
HOLOPAINEN, J.K. Insecticidal, repellent, antimicrobial and phytotoxicity of essential
oils: with special reference to limonene and its suitability for control of insect pests.
Agricultural Food Science in Finland , v.10, p. 243-259, 2001.

35. FRANCISCA, R.; ABRAHAM, H.; ALAIN, L.; WITTKO, F.; ALBERTO, T. Dufour's
gland secretion as a repellent used during usurpation by the slave-maker ant
Rossomyrmex minuchae. Journal of Insect Physiology , v. 51, p.1158-1164, 2005.

36. WERNER, R.A. Toxicity and repellency of 4-allylanisole and monoterpenes from
white spruce and tamarack to spruce beetle and eastern larch beetle (Coleoptera:
Scolytidae). Environmental Entomology , v. 24, p. 372-379, 1995.

37. ELSON, C.E.; YU, S.G. The chemoprevention of cancer by mevalonate- derived

constituents of fruits and vegetables. The Journal of Nutrition . v.124, p. 607-614,
1994.

17



38. CROWELL, P.L.; LIN, S.; VEDEJS, E; GOULD, M. N. Identification of metabolites
of the antitumor gent d-limonene capable of inhibiting protein isoprenylation and cell
growth. Cancer chemotherapy and pharmacology , v. 31, p. 205-212, 1992.

39. ELEGBEDE, J.A.; MALTZMAN, T.H.; VERMA, A.K.; TANNER, M.A.; ELSON,
C.E.; GOULD, M. N. Mouse skin tumor promoting activity of orange peel oil and d-
limonene: a re-evaluation. Carcinogenesis , v.7, p. 2047-2049, 1986.

40. WATTENBERG, L.W.; COCCIA, J.B. Inibition of 4-(methylnitrosamino)-1-(3-
pyridyl)-1 butanone carcinogenesis in mice by d-limonene and citrus fruit oils.
Carcinogenesis , v.12, p.115-117, 1991.

41. KAWAMORI, T.; TANAKA,T.; HIROSE, Y.; OHNISHI, M.; MORI, H. Inibitory
effects of d-limonene on the development of colonic aberrant crypt foci induced by
azoxymethane in F344 rats. Carcinogenesis, V.17, p. 369-372, 1996.

42. GELB, M. H.; TAMANOI, F.; YOKOYAMA, K.; GHOMASHCHI, F.; ESSON, K.;
GOULD, M. N. The inhibition of protein prenyltransferases by oxygenated
metabolites of limonene and perillyl alcohol. Cancer Letters , v. 91, p. 169-175,
1995.

43. HOHL, R. J.; LEWIS, K. Differential effects of monoterpenes and lovastatin on
RAS processing. Journal Biological Chemistry , v.270, p.17508-17512, 1995.

44. SIGURDSSON S; OGMUNDSDOTTIR HM; GUDBJARNASON S. The cytotoxic
effect of two chemotypes of essential oils from the fruits of Angelica archangelica L.
Anticancer Research , v.25 p.1877-1880, 2005.

45. DUARTE, M. O. As propriedades farmacoldgicas do limoneno e de seus derivados.
Trabalho de Conclusédo . Porto Alegre: Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
34p, 2004.

46. DEANS, S.G.; RITCHIE, G. Antibacterial properties of plant essencial oils.
International Journal of Food Microbiology  , v. 5, p. 165-180, 1987.

47. CACCIONI, D. R. L.; GUIZZARDI, M.; BIONDI, D. M.; RENDA, A.; RUBERTO, G.
Relationship between volatile components of citrus fruit essential oils and
antimicrobial action on Penicillium digitatum and Penicillium italicum. International
Journal of Food Microbiology , v. 43, p. 73-79, 1998.

18



3 OBJETIVOS






3 OBJETIVOS

Em vista do potencial terapéutico do limoneno como agente antiparasitario,
esta dissertacdo objetiva realizar a sintese em solucédo (sob refluxo e sob irradiacdo
de microondas) de derivados aminados deste terpeno, [3-aminoalcoois, empregando
0 oOxido de limoneno como material de partida. Para isso serdo variados reagentes e
condi¢cdes reacionais de modo a obter compostos com altos rendimentos e

seletividade.

Objetiva-se igualmente iniciar uma avaliacdo das atividades bioldgicas in vitro

para funcdes leishmanicida, fungicida e carrapaticida dos compostos sintetizados.

O plano escolhido para descrever este trabalho foi o seguinte:

QO CAPITULO II: Realizag&o e otimizag&o da sintese de B-aminodalcoois empregando

diversos protocolos.

O CAPITULO lIl: Avaliagdo bioldgica do limoneno e dos diversos aminoalcoois

sintetizados.






CAPITULO II. SINTESE DE B-AMINOALCOOIS






1 INTRODUCAO






1 INTRODUCAO

O limoneno 1 é chamado quimicamente de 4-isopropenil-1-metilcicloexeno ou
p-menta-1,8-dieno (IUPAC). Por apresentar um carbono assimétrico pode ser obtido

como o isdmero S(-) (1a) do capim-lim&o e o isémero R(+) (1b) a partir do liméo e da

LYy

Figura 2.1: Estrutura e isbmeros do limoneno.

laranja (figura 1) %>,

Este terpeno apresenta duas ligagdes duplas na sua estrutura quimica que
podem ser funcionalizadas: uma na porcao isoprenila e a outra endociclica. A figura
2.2 mostra em destaque as duas areas da estrutura do limoneno como as principais

fontes de funcionalizacdo do mesmo (criacéo de diversidade).

diversidade

diversidade
1

Figura 2.2: Pontos de funcionalizacao do limoneno.



1.1 Limoneno como material de partida

Na literatura séo relatadas diversas utilizacdes do limoneno 1 como composto-
protétipo, ou mesmo, varias atividades farmacolégicas desse terpeno e de seus
derivados. Apresenta uma vasta aplicacdo na industria de quimica fina, industria
cosmética para confeccdo de aromas e esséncias® também vem atraindo muita

atencdo dos quimicos medicinais na pesquisa de novos candidatos a farmacos.

1.1.1 Estudos anteriores do LaSOM

Diversas substancias biologicamente ativas de origem natural possuem
atomos de nitrogénio em suas estruturas, sendo empregados na preparacao e
formulacdo de diversos produtos e bens de consumo, como farmacos, artigos de
higiene, insumos agricolas e materiais de uso doméstico ou industrial. A importancia
de compostos nitrogenados em sintese vem motivando o desenvolvimento de novas
estratégias para a introducdo seletiva de grupos funcionalizados, a partir de
metodologias simples envolvendo condi¢cdes reacionais brandas, alta economia
atdbmica, reagentes e produtos pouco ou atéxicos, geracdo minima de residuos e

reduzido impacto ambiental.

O LaSOM trabalha com produtos naturais almejando o desenvolvimento de
novas substancias que apresentem atividades bioldgicas interessantes, agregando
valor aos seus derivados, uma vez que sao sintetizados a partir de uma fonte natural

barata e abundante em nosso pais, como € o caso do limoneno.
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Limberger sintetizou quatro aminoalcoois através da amindlise dos Oxidos de
limoneno e cicloexeno com alilamina e anilina, catalisada por agua destilada. A partir

desses formou-se aziridinas e com o limoneno também se produziu éster (esquema

-4~

aminodalcoois aziridinas

5

éster

Esquema 1 : Condig@es: i) 6xido de limoneno, dgua destilada/alumina, amina, 80T,
18-24 horas; ii) PPh3Br,, NEt3, MeCN. iii) Co/MeOH, Pd(PPh3),Cl,/SnCl,, benzeno,
100<C, 16h.

Os aminoalcoois  sintetizados  foram:  2-(alilamino)-4-isopropenil-1-
metilcicloexanol 6, 2-(anilino)-4-isopropenil-1-metilcicloexanol 7, 2-(alilamino)-

cicloexanol 8 e 2-(anilino)-cicloexanol 9.
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Figura 2.3: Produtos sintetizados apartir do limoneno

Para a sintese do aminodlcool 8 (figura acima) foi utilizado também a técnica
descrita por Onaka et al em 1985, o catalisador utilizado nesse caso, foi a alumina
basica ativada. E apartir desses aminoalcoois produziu-se a aziridina 7-alil-4-
isopropenil-1-metil-7-azabiciclo[4.1.0]heptano 10 além das aziridinas 11 e 12

derivadas do aminoalcool do cicloexeno.

Limberger, Graebin e colaboradores*® desenvolveram também a
metoxicarbonilacédo catalitica do 1a, utilizando catalisador de Paladio. Esta reacéo foi
realizada com base na literatura e o éster formado, o metil butanoato de 3-(4-
metilcicloex-3-en-1-ila) 13, foi isolado com rendimentos de 25 %.’

Com os compostos 6, 7, 8, 11 e 13 foi avaliada a atividade antibacteriana
contra Micrococcus luteus, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus

epidermides, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Bacillus subtilis.
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Todos 0s compostos apresentaram boa inibicdo do crescimento bacteriano frente ao
Micrococcus luteus superior ao tamplate, limoneno, que nao apresentou essa
atividade.

Recentemente Graebin et al realizaram hidroaminometilagcdo e metoxicarbonilagéo
da porcao isoprenila do limoneno.? Na primeira, utilizou alquilaminas, aminas ciclicas
e diaminas gerando 7 derivados com bons rendimentos. As reacgfOes foram
realizadas com a mistura de 1, catalisador HRh(CO)(PPh3);, amina e THF sob
argbnio em um reator autoclave pressurizado a 100C por 5 horas, com rendimentos
de 44 a 85% (Esquema 2).

_R; i i
4 HN
R

1=
2
\

14a: Ry= n-propil, R=H
14b: R,= i-propil, R=H
14c: R= benzil, B=H
14d: R,/ Ry=piperidina
14e: Ry/R,=morfolina
14f: Ry/R,=piperazina
14g: Ry=fenila, R=H

Esquema 2: Condi¢cdes: HRhCO(PPhs)s, THF; i) CO (20 bar), H, (20 bar), 100C,
5h; ii) H, (40 bar), 100<C, 10-19 h.

A metoxicarbonilacdo do limoneno gerou o éster 15 com 25% de rendimento
que seria entdo hidrolisado para a obtencdo de 16 (esquema 3). Embora a reacdo
tenha ocorrido com sucesso em algumas tentativas, ndo se apresentou confiavel

guanto a sua reprodutibilidade.
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Esquema 3: Metoxilagcdo da porcdo isoprenila do limoneno. Condig¢des: i)
PdCl;(PPh3),, (cat.), p-TsOH, CO, Metanol, Tolueno, 100C, 24h. ii) KOH 3M,
etanol/agua 1:5, 14h temp. ambiente.

Visto as dificuldades encontradas na purificacdo de alguns (-aminoalcoois
durante a sintese, Canto desenvolveu estudos de amindlise com diaminas em Fase
Sélida (SOFS), um ramo da Sintese Organica de interesse crescente.’ Nela, utiliza-
se um polimero inerte (resina) que se liga covalentemente ao produto de partida
(acoplamento) gerando o intermediario reacional sem impurezas. Outro fator
importante é a facilidade na purificacdo desse intermediario; com uma simples
lavagem esta pronto para a proxima etapa. A clivagem, processo de separagao do
produto e polimero, é a ultima etapa da sintese. Visto ser uma boa alternativa para
contornar a limitacdo, a sintese foi desenvolvida por SOFS.

No esquema 4 observa-se que a resina Wang 17 reage primeiramente com o
p-nitrofenilcloroformato na presenca de piridina para formacao do carbonato ativado
ligado a resina, 18. O tratamento desta resina 18 com um excesso das diaminas
levou a formacéo do respectivo carbamato 19. Estando as diaminas acopladas a
resina, procedeu-se a abertura do epoxido do limoneno para a formagéo do produto
20. Com o B-aminoalcool formado restava apenas a etapa de clivagem dessa resina,
liberando o produto puro. Para que essa etapa ocorresse com SucessoO seria
necessario a utilizagcdo da clivagem acida, assim acreditou-se que todas as
alternativas foram destrutivas para a estrutura do limoneno. Nao tendo sucesso na

etapa de clivagem.
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Esquema 4: Condicdes: i) p-Nitrofenilcloroformato (3 eq.), piridina (1,5eq.), DCM,
45 min., temp. ambiente; ii) diamina (10 eq.), DCM, 2h, temp. ambiente; iii) éxido
de limoneno (5eq.), H,O (0,8eq.), DCM, MO 2-4 min. 300W; iv) acido
trifluoroacético, DCM, H,0, temp. ambiente, 3h.

1.1.2 Estudos diversos

Em 1996, Lee e colaboradores'® partiram do éxido do limoneno 2 para gerar o
sesquiterpeno (-)-Clavukerin A um produto natural de origem marinha isolado do

coral Clavularia koellikeri. **

Solabannavar et al em busca de otimizar a sintese do composto natural, o
Norbisabolideo isolado da casca da raiz de Atalantia monophylla relatou uma breve
e eficiente sintese desse composto. **** O Norbisabolideo j& havia sido sintetizado
em 1983 a partir do limoneno 1 em oito etapas. * Esse terpeno também foi

convertido em norbisabolideo por Fukamiya com rendimentos entre 7% e 43%."
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Foram sintetizados também compostos com interessantes atividades, como
no caso de endoperéxidos relacionados estruturalmente com o composto natural
yingzhaosu A em duas etapas (esquema 5).'° Nessa sintese, os endoperéxidos 22a
e 22b foram obtidos a partir de 1 num processo multicomponente envolvendo co-
oxidacdo do terpeno seguido da reducéo seletiva. A oxidacdo com mCPBA levou
aos 23a e 23b, compostos esses que apresentaram importante atividade

antimalarica.

SO,Ph

SO,Ph

SPh 23b
220

Esquema 5: Condi¢des: i) 1- PhSH, O,, DBPO; 2- Ph3P; ii) mCPBA, temp. ambiente.

1.2 Abertura de epoxidos — formacdo de  B-aminoélcoois

Aminoalcoois sdo versateis intermediarios sintéticos para geracdo de uma
gama de produtos, sdo muito utilizados na adicdo enantiosseletiva de reagentes

1718 3lém da sintese assimétrica'®. Ep6xidos

organozinco a aldeidos e cetonas,
enantiomericamente puros sao sintetizados usualmente para a producao de muitos
compostos quirais ndo racémicos.!”?® O 6xido de limoneno é comercialmente
disponivel e relativamente barato, sendo encontrado em uma mistura de epoxidos

cis e trans na proporcao 1:1 (Figura 2.4).%
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trans cis trans cis
(+1-(4E)- dxido do limoneno (-(45)- dxzide do limonenao

Figura 2.4: Formas diastereoisoméricas do oxido de limoneno

A abertura do epoxido com uma amina, a aminaglise, é reconhecida como uma
importante rota para se obter aminoélcoois com estereoquimica 1,2 trans.*®?? Essa
sintese apresenta inconveniéncias, tais como longos tempos reacionais, excesso de
amina, reacdo em alta temperatura, moderados rendimentos e exigéncia de

19,22-27 Por

estereoquimica do catalisador. isso, foram desenvolvidas algumas

alternativas para reverter esses problemas® que incluem a utilizacdo de alumina,®?®

9

amidas metalicas,?® metais alcéxidos,*® sais metalicos,* silica sob alta pressdo,*

sob irradiacéo de microondas com K10,* entre outros.

Dentre os promotores citados, Onaka e colaborades®, Posner e
colaboradores?® publicaram que a alumina catalisa especificamente o isémero trans
da mistura enantiomérica e que o mecanismo parece ser concertado, envolvendo
simultanea polarizacdo da ligacdo C-O do epoxido e ativacdo do nucledfilo pelo

promotor.

Mojtahedi e colaboradores, utilizando reator de microondas e um promotor
potente como a montmorilonita K10, sem solvente, levam a mistura de produtos
(baixa regio e estereoespecificidade), como é observado no esquema 6.3 O ep6xido
24 foi tratado com aminas primarias e secundarias 25 em presenca da argila
montmorilonita K10 sob radiagdo de microondas sem qualquer solvente, levando aos

B-aminoalcoois 26a e 26b.
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24 25 26a 260

Esquema 6: argila K10, MO, sem solvente, 1 min.

Tanto Chrismann quanto Steiner efetuaram estudos de amindlises com o
oxido de limoneno 2, aminas secundarias e agua como catalisador sob refluxo,
obtendo 9 aminoélcoois, comprovando a diastereosseletividade para o isbmero trans
(figura 2.5). 1"#

(OH

S R= piperidina.
homopiperidina,
pirrolidina,
morfolina,
dimetilamina,
tetrahidroisoquinolina,
4-metilpiperazina,
4-benzilpiperidina,
n-butilamina

NHR

Figura 2.5: B-aminoalcoois obtidos a partir de amindlise com aminas secundarias

N&o é apenas através da sintese convencional que ocorre a conversao
enantiosseletiva do 6xido de limoneno 2: bactérias, enzimas e fermentos tém sido
também utilizados para a bioconversao, permitindo o isolamento preferencial de um

dos isdmeros>33*,

1.3 Biotransformacéo

Muitos estudos foram encontrados na literatura sobre biotransformacédo de
terpenos, sendo que a grande maioria descrita até o momento é em escala de
bancada, sendo inviavel do ponto de vista industrial. Pois sua aplicagdo direta em
escalas maiores esbarra nas baixas concentracdes dos produtos finais e

intermediarios devido a volatilidade do substrato, além da instabilidade e toxicidade
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do limoneno aos microorganismos em geral. *>% A recuperacdo dos produtos
volateis biotransformados apresenta problemas e o método mais promissor é a
extracdo de bioaromas in situ utilizando avancadas técnicas de separac&o.®’ Ha,
portanto, a necessidade de desenvolvimento de técnicas mais especificas aplicaveis
in loco e em condicdes de esterilidade. Nos ultimos cinco anos observou-se
significativos progressos no campo da biotransformacéo de limoneno, especialmente

no que se refere a regioespecificidade da biocatalise por microrganismos.
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2 OBJETIVO

Considerando a importancia do limoneno, o presente trabalho tem como
objetivo utiliz4-lo como template, visando a sintese em solugéo de B-aminoalcoois a
partir do 6xido de limoneno empregando aquecimento convencional e irradiacdo das

microondas e posteriormente testa-los in vitro.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A sintese de [-aminodlcoois foi baseada nos trabalhos desenvolvidos por

Chrismann e por Steiner,"#

0s quais demonstraram eficacia na utilizacdo de agua
como catalisador reacional para abertura diastereosseletiva do 6xido de limoneno

trans com aminas secundarias.

A seletividade destas reacbes pode ser explicada pelas diferencas
conformacionais entre os diastereoisémeros cis e trans.'”?**® Devido as restrices
estéricas, 0 grupamento isopropenila “prefere” a orientacdo equatorial tanto no
isbmero cis quanto no isémero trans. Para o isdbmero trans ocorre a abertura do
epoxido através de um mecanismo “SN; like” por aminas nucleofilicas no C-2 menos
impedido, via um estado de transi¢do termodinamicamente estavel tipo cadeira. Por
outro lado, para que ocorresse 0 mesmo ataque no C-2 do isémero cis, este deveria
passar por um estado de transi¢cdo energeticamente desfavoravel tipo bote. Com as
condicoes utilizadas, o isbmero cis é recuperado intacto ao final da reacdo (Figura
2.6).

INR, F

ol H20 o’
trans

OH

+H

—> Reagdo lenta

gl

1 < H,0
:NR, cis

Z_-
X
K

Figura 2.6: Estados de transicéo das amindlises. (Adaptado de Steiner). %



As pesquisas realizadas com o uso de outros catalisadores reacionais

basearam-se em trabalhos onde a alumina foi seletiva entre os isdbmeros,>?®

porém
nesses estudos nao foi utilizado o 6xido de limoneno. Mojtahedi e colaboradores™?
comprovaram que microondas e argila K10 geram misturas de produtos, sendo
utilizada entdo alumina neutra como catalisador tentando ndo gerar misturas de

produtos.

O presente trabalho foi desenvolvido com aminas primarias e secundarias
empregando, como fonte de energia nas reacdes, o aquecimento em refluxo e em
microondas. Esta demonstrado no esquema abaixo 0s onze [—aminoalcoois

formados e suas condi¢gdes reacionais.
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Esquema 7: Condi¢des: i) 6xido de limoneno, H,O/ &cido de Lewis, amina (0,6- 5
eq), 100C, 12-24h; ii) 6xido de limoneno, H,O / alumina, amina (1eq), 10 min,
450w.

3.1 Alteracdes reacionais desenvolvidas

3.1.1 Métodos reacionais
Nas reacOes em refluxo, os protocolos utilizados incluem agua destilada e

acido de Lewis como catalisadores, ja nas reacfes com o uso de microondas foram

utilizadas agua destilada e alumina neutra. Optou-se por efetuar a sintese também
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em forno de microondas, pois a amindlise é uma reacdo que exige tempo

prolongado, excesso de amina e altas temperaturas.

3.1.2 Aminas utilizadas

Nessas reacdes foram utilizadas varias aminas primarias e secundarias,
sendo elas alifaticas (monoaminas e diaminas), aromaticas ou ciclicas (monoaminas
e diaminas) para observar a reatividade de cada uma delas frente ao epoxido. Ainda
foram efetuados protocolos com estequiometrias variadas entre 0,6 a 5 eq visando 0
melhor rendimento com seletividade maxima. Observam-se 0s protocolos 2a e 4b da
tabela 2.1 que a etanolamina gerou nas mesmas condi¢cdes que a propilamina,
produtos enantiomericamente impuros, necessitando de alteracbes em dois fatores

reacionais: reducao do tempo e quantidade de reagente.

3.1.3 Tempo reacional

O tempo reacional foi um fator muito importante nesse trabalho e tendo em
mente que o objetivo era obter apenas o aminodlcool trans, ele foi cuidadosamente
determinado, sendo 24 horas o periodo reacional maximo realizado. No caso do
protocolo 6b e 6d (tabela 2.1), apenas o aumento do tempo foi o fator limitante

levando a formacé&o de produto indesejado.

3.1.4 Catalisadores

Foram utilizados dois catalisadores para cada metodologia e observado
experimentalmente que a presenca e a quantidade do mesmo no meio foi de
extrema importancia para o desenvolvimento da sintese. Ficou claro nos protocolos
3a e 3b, 5a e 5b, (tabela 2.1) que mantendo as condi¢cdes e alterando apenas a
quantidade do catalisador o resultado apresentou uma enorme diferenca no
rendimento. Isso implicou na escolha e quantidade do catalisador ja que apresentou

uma funcéo importante para um bom desfecho reacional.
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3.1.5 Padrao interno

Nessas reac0Oes foi utilizado padrao interno para quantificar a conversdo dos
reagentes ao produto. O padrdo interno escolhido foi a trietilamina, visto que nao
influenciaria na reacdo, nem na leitura dos cromatogramas (CG). No método
otimizado da cromatografia, o pico da mesma aparece em cerca de 2,8 minutos.
Enquanto que os tempos de retencgéao (t.r.) das aminas estdo acima de 6 minutos, do

oxido de limoneno 2 em torno de 13 minutos e os t.r. dos produtos apos 18 minutos.

Para comprovar que o padrédo interno nédo influencia na analise do trabalho,
efetuaram-se reacdes comparativas 4b e 4c da tabela 1 e a diferenga condisse com

0 erro experimental.

3.2 Sinteses em refluxo

3.2.1 Agua destilada como catalisador

Como se pode observar na tabela abaixo, poucas aminas se mostraram
seletivas frente ao maximo de rendimento. Para isso, optou-se por reduzi-lo obtendo
apenas um isdmero. As andlises da seletividade foram efetuadas e Cromatografia
Gasosa (CG).

Tabela 2.1: Estudo reacional em refluxo com agua destilada como catalisador.

Seletividade
Protocolo Condicdes Converséao (%) Rdt CG- Rdt
N° (%) Trans Cis FID (%) | obtido
(%)
12 24h (PutNHy/1eq, H.O/3eq EtsN/1 eq) 90,8 68,9 311 62,5 -
1b 18h (PutNH,/0,6eq, HO/3eq EtsN/1 eq) 63,8 91,8 8,2 58,6 -
1c 12h (PutNH,/0,6eq, HO/3eq EtsN/1 eq) 328 100 0 32,8 28
2a 24h (EtanoINH./1 eq, H,O/3eq) 84,1 81,5 18,5 68,5 -
2b 18h (EtanoINH./1 eq, H»O/3eq) 68,8 93,2 6,8 64,1 -
2c 18h (EtanoINH./0,6 eq, H20/3eq) 36,6 100 0 36,6 321
32 18h (morfNHz/1eq, H.O/1eq, EtsN/1 eq) 0 100 0 0 -
3b 18h (morfNH./1eq, H.O/3eq, EtsN/1 eq) 25 91,4 8,6 22,8 -
3c 24h (morfNHz/1eq, H.O /3eq, EtsN/1 56,9 89,2 0,8 50,7 -
eq)
3d 18h (morfNH/2eq, H.0/3eq, EtsN/1 eq) 33 95,2 4.8 31,4 29,8
42 18h (PropNH,/1 eq, H.0/1 eq, EtzN/1 15 100 0 15 -
eq)
4b 24h (PropNH2/1 eq, H»0/3eq, EtsN/1 48 100 0 48 48
eq)
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4c 24h (PropNH./1 eq,H.0/3eq) 45,2 100 0 45,2 -
52 18h (FurfNH2/1 eq, H.0/1 eq, EtzN/1 3 100 0 3 -
eq)
5b 18h (FurfNH/1 eq, H20/3 eq, EtsN/1 35 100 0 35 -
eq)
5c 24h (FurfNH2/1 eq, H.0/3 eq, EtsN/1 42 100 0 42 34
eq)
5d 15h (FurfNH2/2 eq, H,O/3 eq, EtsN/1 425 87 13 37 -
eq)
5e 18h (FurfNH2/2 eq, H,O/3 eq, EtsN/1 62 85,7 14,3 53,1 -
eq)
62 18h (IsoBuNH>/1 eq, H,0/1 eq, EtsN/1 19 100 0 19 -
eq)
6b 18h (IsoBuNH2/1 eq, H.O/3 eq, EtsN/1 30 100 0 30 23
eq)
6¢C 20h (IsoBuNH2/1 eq, H.O/3 eq, EtsN/1 32 96,2 3,8 32 -
eq)
6d 24h (IsoBuNH2/1 eq, H.0O/3 eq, EtsN/1 40,2 85,7 14,3 34,5 -
eq)
6e 18h (IsoBuNH2/2 eq, H>0/3 eq, EtsN/1 63,3 88,3 11,7 55,9 -
eq)
78 24h (tolNH2/1 eq, H.0/3eq, EtsN/1 eq) 23,2 100 0 23,2 -
7b 18h (tolNH/2 eq, H20/3eq, EtsN/1 eq) 48 100 0 48 37
82 18h (BnNH2/1 eq, H,O/1 eq, EtsN/1 eq) 15 100 0 15 -
8b 18h (BnNH2/1 eq, H2O/3 eq, EtsN/1 eq) 16 100 0 16,0 -
8c 24h (BnNH/1 eq, H20/3 eq, EtsN/1 eq) 20,7 100 0 20,7 13,8
8d 18h (BnNH2/2 eq, H2O/3 eq, EtsN/1 eq) 40 92,8 7,2 37,1 -
92 24h (anilNH2/1 eq, H20/3eq, EtsN/1 eq) 7 100 0 7 3,1
9b 24h (anilNH2/2 eq, H20/3eq, EtsN/1 eq) 48 94 6 45,1 -
102 18h (piperNH2/2 eq, H20/3eq, EtsN/1 50 97 3 48,5 41
eq)
10b 24h (piperNH2/1 eq, H>0O/3eq, EtsN/1 4.8 100 0 4.8 -
eq)
112 18h (NH4OH/2 eq, H.0/3eq, EtsN/1 eq) 9,2 100 0 9,2 4,5
11b 24h (NH4OH /2 eq, H20/3eq, EtsN/1 15,7 100 0 15,7 -
eq)

Focando apenas num protocolo comum (1Egq de amina e 3 Eq de agua

destilada) da tabela 2.1 discute-se 0s seguintes resultados:

Na amindlise geradora do 27a e 27b houve necessidade de reduzir a
quantidade de amina e do tempo (1c e 2c) para que nao ocorresse mistura

enantiomérica e no caso da primeira também a formacéo de dimeros.

De acordo com a analise do CG reacional, o aminoalcool 27c (com morfNHy),
nao foi obtido como um produto puro, ocorrendo sempre formacdo da mistura
enantiomérica. A formacdo do aminoalcool 27d (protocolo 4) foi enantioespecifica
em todos os protocolos, ndo necessitando de grande excesso de amina para atingir
0 maximo de rendimento. Esse protocolo também foi ideal para a sintese de 27e e
27h apresentando seletividade e bons rendimentos, 42 e 20,7% respectivamente (5¢

e 8c). Para a amindlise do 27f a abertura do aminodalcool cis ocorreu mais
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facilmente, obrigando a reducéo do rendimento total (30%) para manter apenas o

aminoalcool do epdxido trans (6b) como produto.

O aminoalcool 27g € formado com 6timo rendimento, 48% (7b). A tolNH;
possui substituinte ativador do anel aromatico, levando ao aumento do carater
nucleofilico da mesma. Isso é observado se compararmos com a anilina que nao

apresentou nenhum elemento ativador no anel aromatico.

Foi observado que a formagdo do aminoalcool 27i foi mais lenta quando
comparada com as demais aminas. Trata-se de um resultado esperado, pois se

sabe que anilina é considerada menos basica do que as alquilaminas tipicas.

Com relacdo a formagéo do aminoalcool 27j, a reagdo ocorreu fornecendo
otimo rendimento, mas com mistura enantiomérica (10a) e baixo rendimento quando
a quantidade de amina foi reduzida (10b) esse procedimento evitou igualmente a
formacéo de dimeros. Por fim, o aminoalcool 271, foi formado com rendimento baixo

(15,7%) mesmo em condi¢Oes forcadas (2Eq de amina, 3Eq de H,O por 24h).

3.2.1.1 Estudo cinético

No estudo cinético (figura 2.7) de uma reacdo com grande excesso de amina,
observou-se com acompanhamento em CG a formacdo do aminoalcool formado
pelo 6xido de limoneno trans ainda na primeira hora e, depois de cerca de 15 horas
se estabilizou. Porém, a reagcdo de formagdo do aminoalcool gerado do 6xido cis

iniciou com 6 horas aumentando até 31 horas de reacao e ap0s estabilizando.

51



Composicao (%)

12

10

[=a)
=

(=7}
=

e
=

[
=

[}

o

o

—+— Mistura dxido de limoneno
—— arrinodlcoal trans
aminodlcool cis

] ] 1 ' T T T T T T T T T T T T T T T

1 23 4 57 9 11 131517189 291 23 25 27 29 31 33

Tempo {h)

Figura 2.7: Cinética reacional com grande excesso de amina

Para reafirmar esse comportamento foi desenvolvida uma avaliacdo com

apenas o oxido de limoneno cis, e a reacdo também estabilizou, restando Oxido de

limoneno ao final de 36 horas, conforme demonstra a figura 2.8.
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Figura 2.8: Amindlise com 6xido de limoneno cis.
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3.2.2.2 Formacgéo de diol

Para ter certeza de que ndo houve formacgédo de diol nas reagbes acima,
formou-se 0 mesmo através de uma reacdo rapida (1h),*> com a mistura cis +trans
do 6xido de limoneno e acido sulfurico 1%. Através do cromatograma do diol (figura
2.9) observou-se 0s picos em cerca de 16 minutos dos didis cis e trans formados.
Comparando-se o0s cromatogramas da reacdo de amindlise com morfolina e
formacgéo do diol h4 auséncia do t.r. em cerca de 16 minutos no protocolo utilizado

(figura 2.10) implicando que ndo ha formacdo de diol em nenhum momento. Como

observado nos CGs abaixo:
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Figura 2.9 : Analise em CG da reacao do diol com a mistura cis e trans.
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Figura 2.10: Avaliacdo em CG da reacdo em refluxo com morfolina e agua

destilada.

3.2.2 Acido de Lewis como catalisador

Acredita-se que os Acidos de Lewis (AL) catalisam a abertura de anel epoxido
atacando o carbono menos impedido do anel, C-2, gerando inicialmente compostos
trans e em seguida o carbono mais impedido formando compostos cis mais

rapidamente que quando comparado as reacfes com agua destilada (figura 2.11).

| (4] MRz
s HNR; Q"T/‘;Qr-—
Hz ; oM
L]
cis .
M HNR;

cat. aoua, AL R
cis(4R) dxido de limanena alta temp.

(+1-(4 R dxido de
limaonena

Figura 2.11: Abertura do epéxido cis e trans com AL como catalisador.



Entre os resultados encontrados na literatura com a abertura de diversos
epoxidos esté a utilizacdo de Sc(OTf)s que forneceu 6timos rendimentos (85-94%) a
temperatura ambiente, e em menores tempos reacionais (1-5h).3° Os autores
também demonstram que os triflatos em geral sdo os melhores AL para a abertura
de epoxido com aminas, uma vez que sao acidos fracos. A utilizacdo de AL fortes

leva & complexac&o com as aminas utilizadas, obtendo-se baixos rendimentos.**

A utilizacdo de CoCl, apresenta certo grau de complexacdo com as aminas,
mas ainda assim forneceu um bom rendimento em temperatura ambiente.*® J& a
utilizacdo de BICl; requer alta temperatura e longo tempo reacional produzindo
cloroidrinas, dependendo do solvente utilizado.** Em relacdo aos solventes, foi
demonstrado que os mais apolares como cicloexano e diclorometano sdo mais
eficientes. A utilizacdo de acetonitrila e solventes mais polares facilitam a producéo
de cloroidrinas* e produtos de bis-alquilacdo, quando se utilizam aminas
primarias.*? A proporcéo de catalisador relatada na literatura varia de 5 a 20 mol%,

n&o sendo necessario maiores quantidades.***

.......... Na figura abaixo, reagindo 6xido de decenila 28 com uma anilina primaria, p-
tert-butilanilina 29 em diclorometano e varias quantidades de catalisador em 12
horas a temperatura ambiente observa-se formacédo do aminoalcool 30 e o produto
bis-alquilado 31. A melhor converséo e seletividade ocorreram quando se usou 1 Eq
de InBr3 (conv: 92% e 100% de seletividade para 30).

NH, WNH WNM )7
OH OH OH
- N

tBu tBu tBu

30 3
Esquema 8: i) InBrz, CH,Cl,, temp. ambiente, 12h.

.......... Pretendeu-se assim, desenvolver uma tabela comparativa entre os
protocolos novos e os ja utilizados, visando o0 método mais simples e eficiente para a

construcdo de uma grande variedade de [3-aminoalcoois para detectar novos hits de

55



maneira seletiva com outros catalisadores. Investigando a abertura do anel epoxido
do Oxido 2 utilizou-se AL como catalisadores. Os catalisadores testados foram:
SnCl,.2H,0, BF3.0Et,, ZnCl,, e AICI;. Os resultados séo apresentados na Tabela 2.
As reacdes foram otimizadas com a benzilamina, sendo escolhido o que apresentou

melhor rendimento para as demais aminas.

O ZnCl;, ndo foi um bom catalisador visto que pode ter ocorrido uma possivel
complexacdo com a benzilamina impossibilitando a abertura do epoxido (12b). Nota-
se uma enorme diferenca entre o rendimento obtido (0,8%) e os rendimentos das
outras reacdes. O BF3.0OEt; foi o que forneceu o melhor rendimento bruto (48,5%)
com a benzilamina (12d), sendo o catalisador escolhido para ser efetuado com
outras aminas. Com as demais aminas o BF;.OEt, também foi um bom catalisador
chegando a gerar 66,5% de produtos com a propilamina (13) e o menor rendimento
foi obtido com a anilina (17). Ressalta-se que a seletividade das reacgdes néo foi
determinada e se espera mistura enantiomérica entre os isdbmeros com o uso desses

catalisadores.

Tabela 2.2: Reacdes em refluxo com diversos AL como catalisadores.

Protocolo N° R (amina) Catalisador Tempo (h) Produt o Rdt. (%)*
122 BnNH, SnCl,.2H,0 24 27h 20,2
12b BnNH , ZnCl, 24 27h 0,8
12c BnNH , AICI; 24 27h 35,5
12d BnNH , BF;.0OEt, 24 27h 48,5
13 PropNH , BF;.0OEt, 24 27d 66,5
14 FurfNH , BF;.0OEt, 24 27e 51,8
15 MorfNH , BF;.0OEt, 24 27¢c 45,2
16 IsobutNH , BF;.0OEt, 24 27f 39,8
17 AnilNH , BF;.0OEt, 24 27i 38,4

* mistura cis/trans nao determinada.

3.3 Reac¢des em microondas

Muitos trabalhos foram desenvolvidos com o uso de irradiagdes de MO. A sua
juncdo com a Sintese Organica é bastante promissora, apresentando bons
rendimentos em tempos reacionais menores assim, acelerado ainda mais o

processo de descoberta de novos farmacos.** Na Quimica, muitas reacfes sdo
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realizadas até 1240 vezes mais rapidas quando conduzidas sob a acdo das MO.*®
Frente a isso, optou-se por desenvolver as amindlises igualmente sob a irradiagédo
com microondas a fim de realizar uma comparacdo com os resultados obtidos em

solucéo.

3.3.1 Com agua destilada como catalisador

Com esse catalisador foram efetuadas diversas reacdes modificando a
guantidade de amina de 1 a 5 Eg. Avaliando os resultados pode-se afirmar que em
todos os casos, com 0 aumento da quantidade de amina a abertura do epoxido foi
facilitada (tabela 2.3). Nesses protocolos ndo foi determinado a seletividade entre

os isbmeros cis e trans podendo ter misturas enantioméricas entre os produtos.

Os rendimentos foram mais baixos do que as reagdes em refluxo tendo uma
variagdo de 15 a 25%. Ressalta-se ainda que a purificagdo dos produtos foi
efetuada com cromatografia em coluna (CC) possibilitando maior perda de produto
do que no caso do uso de forno de bolas, metodologia utilizada nas reacbes em

refluxo.

Tabela 2.3: Avaliacao reacional efetuada em MO.

Protocolo R (amina) Condicdes Tempo (min) Produto  Rdt. (%)*
NO

182 PutNH Amina/2Eq, H,0/1 eq, 10 27a 15,3
18b PutNH , Amina/5 eq, H,O/1 eq, 10 27a 23
1928 EtanolNH , Amina/2Eq, H,0/1 eq, 10 27b 20,1
19b EtanoINH , Amina/5 eq, H,O/1 eq, 10 27b 25,6
202 MorfNH , Amina/2Eq, H,0/1 eq, 10 27c 17,2
20b MorfNH , Amina/5 eq, H,0/1 eq, 10 27c 23
212 PropNH , Amina/2Eq, H,0/1 eq, 10 27d 11
21b PropNH , Amina/5 eq, H,0/1 eq, 10 27d 19
222 FurfNH , Amina/2Eq, H,0/1 eq, 10 27e 9
22b FurfNH , Amina/5 eq, H,0/1 eq, 10 27e 12
232 ISOBUNH , Amina/2Eq, H,0/1 eq, 10 27f 13
23b ISOBUNH , Amina/5 eq, H,O/1 eq, 10 27f 18,9
243 ToINH Amina/2Eq, H,0/1 eq, 10 27 16,4
24b ToINH , Amina/5 eq, H,O/1 eq, 10 279 20,1
258 BnNH, Amina/2Eq, H,0/1 eq, 10 27h 18,6
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25b BnNH , Amina/5 eq, H,0/1 eq, 10 27h 24
262 AnilNH , Amina/2Eq, H,0/1 eq, 10 27i 11,2
26b AnilNH , Amina/5 eq, H,0/1 eq, 10 271 15
272 PiperNH , Amina/2Eq, H,0/1 eq, 10 27] 13,9
27b PiperNH , Amina/5 eq, H,O/1 eq, 10 27] 19,2
282 NH,OH Amina/2Eq, H,0/1 eq, 10 271 2,8
28b NH,OH Amina/5 eq, H,O/1 eq, 10 271 5

* mistura cis/trans ndo determinada e purificacdo efetuada em CC.

3.3.2 Alumina neutra como catalisador

Foi utilizada a alumina neutra para catalisar a reacao visto que a alumina
acida poderia facilitar a abertura do epo6xido cis. Nessas quantidades de amina ndo
foi efetuada avaliacdo enantiomérica dos produtos podendo ter mistura. Os
rendimentos foram inferiores das reacdes com agua destilada, implicando que a
mesma é mais efetiva nos dois métodos (refluxo e irradiagdo de MO). Na tabela 2.4
observamos os resultados onde os rendimentos variaram entre 1,3 a 20% e com

largo excesso de amina houve um aumento significativo.

Tabela 2.4: Estudo reacional com alumina como catalisador.

Protocolo R (amina) Condicbes Tempo (min)  Produto  rdt. (%)*
N°

292 PutNH , Amina/2Eq, alumina/l eq, 10 27a 7,8
29b PutNH , Amina/5 eq, alumina/l eq, 10 27a 11
302 EtanolNH , Amina/2Eq, alumina/l eq, 10 27b 8,6
30b EtanoINH , Amina/5 eq, alumina/l eq, 10 27b 12,3
312 MorfNH , Amina/2Eq, alumina/l eq, 10 27c 8,5
31b MorfNH , Amina/5 eq, alumina/l eq, 10 27c 13
322 PropNH , Amina/2Eq, alumina/l eq, 10 27d 6,3
32b PropNH , Amina/5 eq, alumina/l eq, 10 27d 9
332 FurfNH , Amina/2Eq, alumina/l eq, 10 27e 3,6
33b FurfNH , Amina/5 eq, alumina/l eq, 10 27e 5
342 IsoBuNH , Amina/2Eq, alumina/l eq, 10 27f 6,8
35b ISoBuNH , Amina/5 eq, alumina/l eq, 10 27f 9
362 ToINH Amina/2Eq, alumina/l eq, 10 27 8,5
36b ToINH , Amina/5 eq, alumina/l eq, 10 279 115
372 BnNH , Amina/2Eq, alumina/l eq, 10 27h 11,6
37b BnNH , Amina/5 eq, alumina/l eq, 10 27h 20
38 AnilNH , Amina/2Eq, alumina/l eq, 10 271 5,2
38b AnilNH , Amina/5 eq, alumina/l eq, 10 271 9
392 PiperNH , Amina/2Eq, alumina/l eq, 10 27] 4,9
39b PiperNH , Amina/5 eq, alumina/l eq, 10 27] 10
402 NH,OH Amina/2Eq, alumina/l eq, 10 271 1,3
40b NH,OH Amina/5 eq, alumina/l eq, 10 271 2

* mistura cis/trans ndo determinada. E purificacdo efetuada em CC.
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3.3.3 Avaliacdo da enantiosseletividade reacional

Foi efetuada também a avaliacdo da seletividade reacional com os dois
catalisadores e 1Eq de amina. No gréafico abaixo, encontram-se os resultados com
tempo de 10 minutos e os rendimentos obtidos nesse experimento com excesso de
agua e leve excesso de amina (mesmas condi¢cfes utilizadas para discussdo em

refluxo) foram calculados baseando-se nas andlises do CG.

Observou-se que as reacdes com BnNH,; e PuNH, apresentaram oOtimas
conversdes, porém houve abertura do epoxido cis. Com as aminas, PropNH;
IsoBuNH; e FurfNH, os rendimentos foram muito bons e ndo houve formacao do
aminoalcool cis. Por fim, novamente a agua destilada demostrou ser o melhor
agente catalisador para a formacdo seletiva de [-aminodlcoois derivados do

limoneno.

Tempo de reagao (10 min)

N @ Amina/1Eq, H20/3 eq
20 4 B Amina/leq, alumina/3 eq

Rdt CG-FID (%)
N
a1

42 Q Q 4
\\,’.&\Q\ o\v\:?‘ {&\}?‘ Qé?‘
®Q @0 Q&O

I & FIHLEL S
RS\ >
S & & & S Q\Q@& &

Reacbes

Figura 2.12: Avaliacao da seletividade das reacoes efetuadas em MO.
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3.4 Purificacao

A etapa de purificacao foi a que mais limitou o trabalho, devido a utilizagéo de
excesso de amina para que a reacdo ocorresse em no maximo 24h. Esse excesso
trouxe problemas, ja que a polaridade se assemelhava com o produto formado.
Foram desenvolvidas varias metodologias para o isolamento do produto, como:
extracdo, formacédo de enaminona, cloridrato, cromatografia em coluna e por fim,

destilacao fracionada. Para melhor compreenséao elas serdo discutidas abaixo.

3.4.1 Extracdes liquido-liquido

As técnicas de extracdo usadas mostraram-se ineficazes na purificacdo dos
compostos. Tanto na extracdo acido-base quanto na extracdo simples ndo ocorreu
completa separagdo entre reagentes e o produto. Junto com o aminodlcool
permanecia parte de amina. Além disso, houve muita perda de produto durante esse
processo. Para contornar este problema foi proposta a formacdo de enaminonas,

que serd abordada no item a seguir.

3.4.2 Formacdo de enaminona

Em funcédo de nao ter conseguido a total purificacdo do produto pelo método
anterior, partiu-se para a formacdo de enaminona do tipo 28, gerada a partir do
excesso de amina utilizado, numa reacao tipo scavenger (Figura 2.13). Adicionou-se
acetoacetato de etila e TSOH solubilizado em tolueno seco no bruto reacional e, por
adicdo nucleofilica, age como um scavenger com a amina primaria em excesso (por
1 hora), formando a enamina 28 ou com aminas secundarias para formar a iminona
29.
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Figura 2.13: Reagédo de formacdo de enaminonas ou iminonas para retirada do
excesso de amina do meio reacional.

Com a formacéo da imina ou enamina poder-se-ia obter produtos de baixa
polaridade a partir de compostos de alta polaridade, e desta maneira a purificacao
por cromatografia seria facilitada. No entanto, houve muita perda de produto ja que
mesmo depois dessa etapa necessitou-se utilizar CC ou formacao de cloridrato para

finalizar o processo de purificagéo.

3.4.3 Formacao de cloridrato

Apos varias tentativas, passou-se a formacao de cloridrato. O HCI| gasoso em
contato com o bruto reacional for¢cou a precipitagdo das aminas presentes no meio.
Assim, tendo apenas o produto aminado a formacao seletiva do sal seria a forma de
evitar a utilizacdo de CC. O objetivo foi concretizado e o sal formado, porém o
rendimento maximo foi de 5%, extremamente baixo. Acredita-se que existam varios
fatores que influenciaram nesse resultado, como fluxo variavel do &cido, polaridade

do solvente em que o bruto esta solluvel, entre outros.

3.4.4 Cromatografia em Coluna — CC

O excesso de amina gerou dificuldades na separacdo cromatografica, devido
a sua polaridade proxima ao do aminodlcool e uma possivel interagcdo durante o
desenvolvimento da técnica. Mesmo com diversas modificacbes (tamanho da
coluna, quantidade e tipos de eluentes, quantidade de amostra, entre outros). Esse

foi um método muito empregado no trabalho, que com seus problemas possibilitou
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purificar os produtos (com grandes perdas) e dar continuidade ao trabalho de
analises biolégicas. Embora tenha tido mais perda do que com a destilagdo
fracionada, obtendo rendimento maximo de 26%, a pureza se manteve entre 88% e
95%.

Na figura 2.14, pode-se observar o acompanhamento da CC de uma reagao.
Primeiramente foi separado o 6xido de limoneno que néo reagiu (fracdo A). Em
seguida, observa-se a purificacdo da porcdo do aminoalcool formado (fracdo B) e na
fracdo C, nota-se a mistura entre parte do aminoalcool e o excesso de amina
implicando na dificuldade da purificagdo. O eluente utilizado nessa CC foi hexano:

acetato de etila na proporcgéo 1:1.

I'H'

u-f'

R

‘4 id b 3eiei 4 4t o fsin kS Vo is B

Bruto
reacional Fracdo A: Oxido de Fracdo C:
limoneno cis e trans Frag&o B : Produto Produto isolado +
gue ndo reagiram. sintetizado. amina em
eXCcesso.

Figura 2.14 : CCD do bruto reacional e da reacao

3.4.5 Destilacdo Fracionada em forno de bolas

A Ultima tentativa foi empregada com sucesso: a purificagdo por destilacdo
fracionada realizada em um forno de bolas Biichi, acoplado a uma bomba de alto
vacuo. Durante a destilagcdo as valvulas mantiveram-se abertas sendo necessario

vacuo dinamico para a retirada total dos reagentes. A perda do produto foi minima
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durante esse processo e foi realizado para todos o0s compostos sintetizados
fornecendo produtos com pureza entre 95-100% e rendimentos isolados de até
43,2% com produto enatioseletivo. Visto que o maximo de rendimento € de 50%

para cada isémero.
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4 PARTE EXPERIMENTAL






4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Materiais
O oxido R-(+)-limoneno (Sigma) foi utilizado apés interacdo com alumina

ativada para retirada de peroxidos. As aminas, quando necessario, foram destiladas
para manter a pureza e mantidas sob KOH. Em relagcéo aos gases, o argénio (White
Martins, 99,999%), foi passado por 3 traps contendo catalisador BASF R3-11, KOH
e peneira molecular de 3A ativada. O monoxido de carbono (AGA, 99,5%) e o
hidrogénio (White Martins, 99,999%) foram utilizados sem nenhum tratamento

prévio.

4.2 Preparagao dos produtos

4.2.1 Procedimento geral para a aminolise do 6xido R-(+)-limoneno em refluxo

Em uma ampola de vidro, foram adicionados 1mL, 6,10mmols de 6xido de R-
(+)-limoneno, 0,3 mL (3eq) de agua destilada, amina e 1mL, 7,12mmols do padrao
interno, trietilamina. A mistura foi imersa em banho de 6leo entre 18 a 24 horas a
100<C, sob intensa agitagdo. O aminoalcool foi separado do Oxido através da
utilizacéo de varios métodos, a mais efetiva foi a destilacdo em forno de bolas. Os
produtos foram analisados com CG, *H RMN e *C RMN (ver em anexo 0s espectros
dos produtos 27d e 27h). As secdes abaixo descrevem pormenores da técnica para

cada amina.



2-(putrescino)-4-isopropenil-1-metilcicloexanol

Amina utilizada: putrescina 0,6 eq (0,36mL, 4,65mmols). Tempo de amindlise:
12 horas. A purificacao foi feita por destilacdo fracionada. Rendimento (CG_FID):
32,8%. Rendimento isolado: 28%. [a] p*°= + 23 (c=1,14 Etanol). *H-RMN (CDCly):
2,1 (m, 1Hy); 1,95* (m, 2H3); 2,15 (M, 1Hy,); 1,47* (m, 4Hs6); 4,7 (S, 1Hga); 4,8 (s,
1Hgp); 1,2 (s, 3Hy); 1,7 (S,3H10); 2,69* (M, 2H13); 1,50 (M, 4H14); 2,47 (M, His); 2,69*
(M, Hie); BC-RMN & 21,5 (C710); 25,9 (Cua); 27,6 (Cs); 30,1 (Cys); 31,0 (Ce); 34,6
(Cs); 37,9 (Ca); 41,7 (Cyp); 47,8 (Ci3); 61,7 (Cy); 71,9 (Cy); 109,3 (Co); 148,4 (Cg).

2-(etanolamino)-4-isopropenil-1-metilcicloexanol

11
\\\\\OH

H
N 13 15
PN N

8

S .
27b

10

Amina utilizada: etanolamina 0,6 eq (0,25mL, 4,14mmols). Tempo de
aminodlise: 18 horas. A purificacdo foi feita por destilacdo fracionada. Rendimento
(CG_FID): 36,6%. Rendimento isolado: 31,2%. [a] p*°= + 25 (c=1,14 Etanol). 'H-
RMN (CDCls): 2.59 (m, 1H,); 1,8 (m 2H3); 2.1 (M, 1H.); 1.58 (M, 4Hse); 4.7 (S,1Hsa);
4.8 (s,1Hop); 1.2 (5,3H7); 1.7 (S, 3H10); 2.85 (M, 2H13); 2.66 (M, 2H14). ’C-RMN 5 21.5
(C7,10); 25.9 (C5); 30.2 (C6); 34.7 (C3); 37.9 (C4); 49.3 (C13); 60.9 (C14); 61.4
(C2); 72.0 (C1); 109.5 (C9); 148.3(C8).
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2-(morfolino)-4-isopropenil-1-metilcicloexanol

11

13 14

Amina utilizada: morfolina 2 eq (1,06mL, 12,25mmols). Tempo de amindlise:
18 horas. A purificacdo foi feita por destilacdo fracionada. Rendimento (CG_FID):
33%, Rendimento isolado: 29,8%. [a] p?°= + 37 (c=1, Etanol), 'H-RMN (CDCl;): 2,4
(m, 1H,); 2,0* (M, 2Hs3); 1,95 (M 1Hg); 1,48* (M, 4Hsge), 4,7 (S, 1Hg), 4,8 (s,1H), 1,7
(s, 3H10), 1,1 (s, 3H7), 3,6 (M, 4Ha3, 16), 2,4 (M, 4Hy415); °C-RMN & 22,1 (C;); 22,3
(Ci10); 24,4 (Cs); 24,8 (Ce); 35,5 (Cs); 38,8 (Cy); 51,9 (C12,15); 67,3 (C2); 67,4 (Cus, 14 ;
72,6 (C1); 110,9 (Cq); 145,3 (Cs).

2-(propilamino)-4-isopropenil-1-metilcicloexanol

10X 9
27d

Amina utilizada: propilamina 1 eq (0,84mL, 10,21mmols). Tempo de amindlise:
24 horas. A purificacdo foi feita por destilacdo fracionada. Rendimento (CG_FID):
48%, Rendimento obtido: 43,2%. [a] p?°= + 40 (c=1.1, Etanol). *H-RMN (CDCls): &
2,5 (m, 1H,), 1,98* (m, 2Hs), 2,45 (M, 1H,), 1,5* (M, 4Hsg), 1,2 (s, 3H7), 4,8 (S, 2Ho),
1,7 (s, 3H1), 2,6* (M, 4H13), 0,9 (t, J=7,4 Hz, 3Hs); *C-RMN & 11,7 (C; and Cyp),
21,5 (C1s); 23,4 (Cia), 25,5 (Cs), 34,4 (C3 and Cg), 37,9 (Cs), 50,0, (Ci3); 61,7 (Cy),
71,9 (Cy), 109,2 (Cs), 148,4 (Cs).
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2-(furfurilamino)-4-isopropenil-1-metilcicloexanol

O
13 14 15
17 16

Amina utilizada: furfurilamina 1 eq (0,61ml, 6,59mmols). Tempo de amindlise:
24 horas. A purificacdo foi feita por destilacdo fracionada. Rendimento (CG_FID):
42%, Rendimento obtido: 34%. PF do cloridrato:  141-143°C. [a] p®°= + 54 (c=1,14
Etanol). *H-RMN (CDCls): 2.6 (m, 1H,); 1.85 (m, 2H3); 2.2 (m, 1H,); 1.58 (m, 4Hsg);
4.7 (S,1Hea); 4.8 (S,1Hep); 1.2 3H-); 1.7 (S, 3H10); 1.94 (M, 2 Hig); 6.29 (1Hy7); 6.16
(1H16); 7.35 (S, 1H15). *C-RMN & 21,4 (C7.10); 154.0 (C14); 26 (Cs); 106.8 (Cys); 30.1
(Ce); 34,4 (Cz); 37,8 (Ca); 110.0 (Cy6,17); 44.6 (C13); 60.8 (C2); 71,9 (Cy); 109,2 (Co);
148,6 (Cs).

2-(isobutilamino)-4-isopropenil-1-metilcicloexanol

13

Amina utilizada: isobutilamina 1 eq (0,61ml, 9,90mmols). Tempo de amindlise:
18 horas. A purificacao foi feita por destilacdo fracionada. Rendimento (CG_FID):
30%, Rendimento obtido: 23%. PF do cloridrato: 243°C. [a] p?°= + 42 (c=1.1,
Etanol). *H-RMN (CDCls): 2,57 (dd J= 7,0 Hz e11,4Hz, 1H,); 1,9* (m 2Hs); 2,49 (m,
1H,; 1,55* (M, 4Hse), 4,7 (S, 1Hea); 4,8 (s, 1Hgp); 1,7 (S, 3H10); 1,2 (s, 3H7); 2,27 (d,
J=6,5Hz Hi3p); 2,30 (d, J=6,5 Hi3a); 1,63 (m, 1H14); 0,45* (d, J= 6,60, 3H;¢); 0,65* (d,
J=6,60, 3H15). *C-RMN & 20,5 (C1s, 16); 20,6 (C17); 21,5 (C7, 10); 25,9 (Cs); 30,2 (Cs);
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34,4 (C3); 37,9 (C,); 56,1 (C13); 56,2 (Cys); 61,9 (Cy); 72,1 (Cy); 109,3 (Cy); 148,5
(Cs).

2-(toluidino)-4-isopropenil-1-metilcicloexanol
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Amina utilizada: toluidina 2eq (1,31mg, 12,22mmols). Tempo de amindlise: 18
horas. A purificacéo foi feita por destilacdo fracionada. Rendimento (CG_FID): 48%,
Rendimento obtido: 37%. [a] p*°= + 26 (c=1,14 Etanol). *H-RMN (CDCls): 3.48 (m,
1H); 2.0 (m, 2H3); 2.14 (m, 1H,); 1.68 (m, 4H 56); 4.7 (S, 2Hy); 1.3 (s, 3Hy); 1.8 (s,
3H10); 6.96 (d J=7.9Hz, 2H1415); 6.57 (d J=6.60, 2H1517); 2.19 (S, 3H1g). **C-RMN 3
20.3 (C7,10); 21.3 (C19); 25.9 (Cs); 31.1 (Cg); 34.5 (Cs); 38.3 (C4); 57.6 (Cp): 71.9 (Cy);
113.6 (C14); 126.6 (C16); 129.8 (Cys); 145.3 (Cg); 148.5 (C1s).

2-(benzilamino)-4-isopropenil-1-metilcicloexanol

Amina utilizada: benzilamina 1 eq (0,50mL, 4,58mmols). Tempo de amindlise:
24 horas. A purificacdo foi feita por destilacdo fracionada. Rendimento (CG_FID):
20,7%, Rendimento obtido: 13,8%. [a] p*°= + 53 (c=1, Etanol). *H-RMN (CDCl): 2,5
(m, 1Hy); 1,86* (m, 2Hs); 2,15 (m, 1H,); 1,58 (m, Hse); 1,1 (S, 3H7); 1,7 (S, 3H10); 4,8
(S, 2Ho); 3,85 (d, 1H13a); 3,67 (d, 1H13b); 7,27 (S, 5Hi419). *C-RMN & 21,4 (C7.10);
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26,1 (Cs); 30,0 (Ce); 34,4 (C3); 37,9 (Cy); 52,1 (C13); 61,2 (Cy); 72,0 (Cy); 109.3 (Cy);
126.9 (017), 128.1 (015,19); 128.5 (016,18), 140,7 (C]_4), 148.7 (Cg)

2-(anilino)-4-isopropenil-1-metilcicloexanol

11 12

Amina utilizada: anilina 1 eq (0,5mL, 6,02mmols). Tempo de amindlise: 24
horas. A purificacédo foi feita por destilacdo fracionada. Rendimento (CG_FID): 7%,
Rendimento obtido: 3,1%. PF do cloridrato: 172°C. [a] p*°= + 52 (c=1,14 Etanol).
'H-RMN (CDCls): 3.49 (m, 1H,); 1.93 (m, 2Hs); 2.1 (m Ha); 1.62 (M, Hs); 4.7 (S, 2Ho);
1.2 (s 3Hy); 1.7 (s, 3H10); 6.9 (M, 2 His1618); 7-1 (M, 2 His17); **C-RMN & 21.3 (C7.10);
26.1 (Cs); 31.3 (Ce); 34.4 (C3); 38.9 (Ca); 57.6 (C); 72.4 (Cy); 110.0 (Co); 112.6
(Ci4,18); 147.6 (Cs); 148.8 (C13); 116.9 (Cye); 118.8 (Cis5,17).

2-(piperazino)-4-isopropenil-1-metilcicloexanol

Amina utilizada: piperazina 2 eq (0,5mg, 4,3mmols). Tempo de amindlise: 18
horas. A purificacéo foi feita por destilacdo fracionada. Rendimento (CG_FID): 50%,
Rendimento obtido: 41%, [a] p?°= + 18 (c=1, Etanol). *H-RMN (CDCls): 2,57 (m,
1Hy); 1,95* (m, 2H3); 2,3 (m, 1H,); 1,50* (m, 4Hs6); 4.8 (S, 1Hga); 4.9 (s 1Hgp); 1.1 (S,
3Hy); 1.7 (s, 3H1g); 2.42* (M, 4H1317); 2.85% (4m, H1s16). "C-RMN & 22.1 (C;); 22.3
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(C10); 24.5 (Cs); 24.9 (Ce); 35,6 (Cs); 38,8 (Ca); 45.7 (Cia,16); 50.7 (Ci317); 67.5 (Cy);
72.2 (Cy); 111.0 (Co); 145.3 (Cs).

2-(amino)-4-isopropenil-1-metilcicloexanol

Amina utilizada: hidréxido de aménio 2 eq (0,8mL, 5,69mmols). Tempo de
aminodlise: 18 horas. A purificacdo foi feita por destilacdo fracionada. Rendimento
(CG_FID): 9,2%, Rendimento obtido: 4,5%. [a] p*°= + 29 (c=1,14 Etanol). *H-RMN
(CDCls): 2.6 (s, 1H); 1.69 (m, 2H3); 2.0 (m, 1Hy); 1.29 (m4 Hse); 4.5 (S,2 Hy); 0.9 (s
3 H;); 1.5 (s, 3 Hig). PC-RMN & 21.2 (C710); 26.1 (Cs); 33.7 (Ce); 34.1 (C3); 37.5
(C4); 55.3 (Cy); 71.8 (C1); 109.1 (Cy); 148.7 (Cs)

4.2.2 Preparacao do diol

Com uma reacao classica, segundo Wolinski. Foi utilizado 32,5 mg de oxido
de limoneno em um baldo de 250 mL com banho de gelo. Depois de resfriado
adicionou-se 145 mL de &cido sulfarico 1%. A reacéo durou 1 hora e a purificagéo foi
feita com extracdo simples com acetato de etila.
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O oxido de limoneno se mostrou um otimo material de partida para a geracao
de [B-aminoalcoois. Foram sintetizados onze compostos através de uma sintese
conhecida, sob varios protocolos e modificacdo das condi¢des reacionais. A maior
dificuldade nesse trabalho foi a purificacdo, uma etapa importante na Quimica
Medicinal ja que necessita-se do produto puro para posteriores ensaios bioldgicos.

Foram diversas as tentativas que levaram a melhor metodologia.

As reacdes foram efetuadas em solucao, sob refluxo e com o uso de MO. Em
refluxo, ocorreram de forma promissora com bons a 6timos rendimentos, com todos
os catalisadores utilizados. Nesses protocolos foi efetuado o estudo de seletividade
reacional, implicando que a quantidade de amina e catalisadores influenciam

diretamente no rendimento reacional.

As reac0Oes sob irradiacdo de microondas apresentaram rendimentos finais um
pouco menores em relacdo a metodologia descrita acima, porém, com metodologia
de purificacdo diferente. O maior diferencial € o tempo de reacdo, passando a

formacao dos (-aminoalcoois de horas para minutos.
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1 INTRODUCAO- Atividade Antifingica

Os fungos sdo microorganismos ubiquos e encontram-se em vegetais, no
homem, em detritos, na 4gua e em abundéancia no solo. A habilidade dos fungos em
causar doencas em seres humanos parece ser um fendmeno acidental
diagnosticado como doenca oportunista e estaria associada ao estado imunitario do

individuo e sua exposicdo ambiental®.

Os fungos constituem a base de uma quantidade de processos industriais de
fermentacao, tais como a elaboragdo do pao, vinho, cerveja, preparacédo de certos
queijos entre outros. S&o empregados na produ¢cdo de muitos acidos organicos e de
algumas preparacdes vitaminicas, e sdo responsaveis pela manufatura de certos

farmacos antibiéticos entre os quais destaca-se a penicilina.

A alta incidéncia das doencas provocadas por fungos no Brasil, consequiente
de questbes como o uso inadequado de antimicrobianos e a grande quantidade de
procedimentos invasivos realizados nos hospitais, indicaram a necessidade de
mudancas na terapéutica das infec¢cdes fungicas, a fim de que novos farmacos
proporcionem aos pacientes maior seguranca e eficacia do que as existentes até
entdo. Atualmente com a grande populagdo de pacientes imunodeprimidos, as
infec¢des fungicas hospitalares estdo cada vez mais frequientes sendo essencial a
realizacdo de estudos cientificos.

Alguns dos farmacos disponiveis para o tratamento de infeccbes fungicas
(sistémicas e superficiais) sdo anfotericina B, azois, flucitosina (pro-farmaco),
tiocarbamatos, terbinafina e griseofulvina. Vive-se uma época onde a terapéutica
das infec¢Bes fungicas esta sendo totalmente modificada com o langamento de
varios farmacos com perfil de seguranca e eficacia superior a anfotericina B. Da
mesma forma, novos diagnosticos estdo disponiveis e todos estes recursos soO
poderdo ser utilizados com eficicia se forem de dominio dos diferentes profissionais

de saude que assistem pacientes de risco para tais infecgdes.



A pesquisa de extratos de plantas e produtos naturais para atividade
antimicrobiana tem demonstrado que plantas representam uma fonte potencial de
novos agentes antinfecciosos. A terapia tradicional esta se encaminhando para uma
crise devido ao rapido desenvolvimento de resisténcia aos agentes existentes, 0
gue aumenta consideravelmente a procura por novas e eficazes substancias com
atividade antimicrobiana.? Os 6leos essenciais de plantas contendo limoneno, s&o
capazes de inibir o crescimento de bactérias e fungos.>*° Visto os testes serem
feitos com varios compostos existentes nos 6leos essenciais testados ndo se pode

descartar a possibilidade de atividade sinérgica.

Estudos efetuados com terpenos isolados demonstraram apresentar atividade
antimicrobiana relevante®. Visto isso, almejou-se avaliar se os derivados do

limoneno apresentavam atividade antifingica relevante frente a varias cepas.

92



2 OBJETIVO






2 OBJETIVO

Visto os Oleos essenciais e alguns terpenos apresentarem interessante
atividade antifingica, optou-se por avaliar se o limoneno e alguns derivados
sintetizados também apresentariam atividades relevantes para alguns importantes

fungos.
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Os produtos testados (figura 3.1) partiram do limoneno 1 e os detalhes da

sintese esta no capitulo anterior desse trabalho.
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Figura 3.1: Produtos testados para acao antifiungica

Os produtos foram submetidos a nove cepas diferentes, conforme tabela 3.4.
Observa-se que nenhum dos compostos apresentou atividade antifingica
significativa e o composto 5 possibilitou o melhor resultado nessa avaliacéo,
demonstrando ser mais ativo em trés cepas: Microsporum gypseum C 115, Tr:
Trichophyton rubrum C113, Tm: Trichophyton mentagrophytes ATCC 9972, mesmo
assim a atividade foi baixa comparando-as com os padrdes utilizados. Além disso, o
4, 6 e 7 apresentaram discreta atividade para esses mesmos microorganismos em
relacdo aos padrbes. Comparando-se isso ao limoneno 1 nota-se que as
modificacdes estruturais foram uma boa estratégia, podendo ser refinadas para

posteriores testes.



Tabela 3.1: Atividade antifungica encontrada frente a importantes fungos.
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4 >250 [>250 [>250 |>250 |>250 |>250 |250/>250 |250/>250 |250/>250
5 >250 [>250 [>250 |>250 |>250 |>250 |125/>250 |125/>250 |125/>250
6 >250 [>250 [>250 |>250 |>250 |>250 |250/>250 |250/>250 |250/>250
7 >250 |[>250 [>250 |>250 |>250 |>250 |250>250 250> 250 250> 250
8 >250 [>250 |>250 |>250 |[>250 |[>250 |>250 > 250 > 250
9 >250 [>250 |>250 |>250 |>250 |[>250 |>250 > 250 > 250
10 >250 [>250 |>250 |>250 |[>250 |[>250 |>250 > 250 > 250
AmB [0 |0.78 0.50 0.25 0.50 0.50 0.50 0.125 0.075 0.075
CtczID0 |1.56 3.12 0.39 0.78 0.78 1.56 0.04 0.01 0.025
Tbnf(ITD |0.5 0.5 0.25 0.125 |0.50 0.25 0.05 0.025 0.025

CCIM/CFM (ug/mL) Concentragéo Inibitéria Minima e Concentracdo fungicida minima (ug/mL).
[(TA presenca de apenas um valor, sem a “/” indica que os valores da CIM e da CFM séo

semelhantes.

[(TTJAmB = Anfotericina B; Ctcz = Cetoconazol; Thnf = Terbinafina
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4.1 Preparacao das amostras

As amostras foram diluidas em dimetilsulféxido com concentracdo de 100
vezes a concentracdo final obtida nos pocos, as quais foram diluidas 1:10 e em
seguida, 1:5 em meio RPMI. Posteriormente foi adicionado 100uL da diluicdo 1:5 no

primeiro poco das placas e realizada uma diluicao seriada.

4.2 Microorganismos e meios.

Para a avaliacdo da atividade antifangica dos produtos acima, foram
utilizadas cepas da American Type Culture Collection Rockville, MD, EUA (ATCC) e
do CEREMIC (C), Centro de referéncia Micolégica, Faculdade de ciéncias
Bioquimicas e farmacéuticas, Rosario, Argentina: Ca: Candida albicans ATCC
10231, Sc: Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763, Cn: Cryptococcus neoformans
ATCC 32264, An:Aspergillus niger ATCC 9029, Afu: Aspergillus fumigatus ATCC
26934, Afl: Aspergillus flavus ATCC 9170, Mg: Microsporum gypseum C 115, Tr:
Trichophyton rubrum C113, Tm: Trichophyton mentagrophytes ATCC 9972. Os
microrganismos cresceram em agar inclinado sabouraud-cloranfenicol por 48 horas
a 30C.

4.3 Testes de susceptibilidade antifangica

A concentracdo inibitéria minima (CIM) para cada produto isolado foi
determinada usando a técnica de microdiluicdo do caldo em microplacas de 96
pocos como descrito pelo Comité Nacional para Padrdes de Laboratorios Clinicos
para leveduras (M27-A2) e para fungos filamentosos (M 38 A,)". Os valores de
CIMs foram determinados em meio de cultura apropriado- RPMI 1640 (Sigma, St.
Louis, MO, EUA), tamponado (pH=7,0) com MOPS (acido morfopropileno sulfénico).
A inoculagéo inicial foi de aproximadamente 1x10° a 5x10° UFC/ml (UFC= unidades

formadoras de colbnias). As placas foram mantidas em camara escura por 35T



para o desenvolvimento de leveduras e hialofitomicetos, e a 28-30C para
dermatofitos. A CIM foi definida como a concentracédo inibitéria minima da amostra a
qual resultou na total inibicdo do crescimento dos fungos, apos um periodo de 48h
de incubacao. A suscetibilidade dos farmacos utilizados como padrdes cetoconazol,
terbinafina e anfotericina B foi definida como a concentragdo mais baixa do farmaco

a qual resulta na total inibicdo do crescimento do fungo.

Para os ensaios, as amostras dos produtos isolados foram solubilizadas em
DMSO (concentracao final de 1%) e submetidas a uma série de duas diluicbes com
RPMI 1640, obtendo-se concentracdes entre 800- 0,98ug/mL, com volume final de
100pL. este volume foi adicionado a cada halo, com excecao do controle, onde a
agua esterilizada foi adicionada ao poco. A CIM foi definida como a concentracao

inibitéria minima do produto que resultou em total inibicdo do crescimento do fungo.

Para a realizacdo da avaliacdo antifUngica com os ensaios de microdiluicéo
em caldo, as concentracdes dos produtos até 100ug/mL foram incorporados aos
meios de crescimento seguindo as diretrizes do NCCLS.”® A concentracéo inibitéria
minima considerada ativa para os produtos foi CIM < 200 pg/mL.
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Os compostos testados apresentaram baixa atividade antifungica frente as
cepas testadas. Dentre as moléculas, quatro apresentaram acdes em trés cepas
sendo os melhores resultados obtidos nesse estudo. O limoneno 1 ndo apresentou
atividade, demonstrando que as modificacbes estruturais sdo importantes para
melhorar a acdo, ndo podendo descartar a possibilidade de outras alteracbes
moleculares e testes posteriores, visto ter relatos na literatura de éleos essenciais

que apresentam essa fungéo.
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1INTRODUCAO- Atividade Carrapaticida

Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1887) é uma das espécies
mais amplamente distribuidas do carrapato e constitui um grande problema para a

industria de gado nas regides tropicais e subtropicais do mundo.

Um parasita de grande impacto econdmico, responsavel por prejuizos anuais
estimados em mais de US$ 2 bilhdes na criagdo de gado em geral no Brasil e mais
de US$ 13 bilhdes no mundo. Os prejuizos econdbmicos manifestam-se por perdas
na producdo de carne, leite e derivados, industria coureiro-calcadista™?, custo com
profissionais para controlad-los, com manejo, instalagbes apropriadas e danos
ambientais pelo elevado uso de carrapaticidas. Esses problemas podem ser
minimizados com o tratamento do gado usando acaricidas. Contudo, o uso continuo
dos mesmos gera o problema da resisténcia nestes artrépodes®. Além de que

agentes acaricidas sao caros e causam contaminacao ambiental.

Esse hospedeiro também transmite os agentes da “Tristeza Parasitaria
Bovina”, enfermidade responsavel pelos maiores indices de mortalidade nos
rebanhos. Serve de vetor para varias doencas como a babesiose bovina (Babesia
bovis e Babesia Bigemina) e a anaplasmose (Anaplasma marginale), constituindo-
se nas duas principais enfermidades geradas pelo parasita. Os animais doentes

apresentam sintomas de anemia, prostracao, ictericia associados a febre.

Os carrapaticidas sado os principais produtos utilizados para o controle do
carrapato bovino até hoje. A correta manipulacdo dos mesmos é fundamental para
0 sucesso desse controle, porém a dependéncia exclusiva dos mesmos nao deve
ser preconizada. As principais classes de carrapaticidas sdo: arsenicais (0xido
arsenioso), carbamatos (carbaril), organofosforados, piretréides, formamidinas
(amitraz), fluazuron, flipronil e avermectinas. A Embrapa Gado de Corte, pesquisa o
desenvolvimento de vacinas contra o carrapato a partir de uma proteina. Por
enquanto, as vacinas disponiveis no mercado sdo importadas da Austrélia e de
Cuba e tém eficiéncia relativamente baixa. Isso evidencia a necessidade de

desenvolver estudos nessa area t&o importante biolgica e economicamente.*



Ciclo de vida

Esse carrapato bovino apresenta duas etapas distintas no seu ciclo de vida
(figura 4.1): uma fase parasitaria , num periodo de 22 dias sobre um udnico
hospedeiro e uma fase ndo parasitaria que ocorre no solo podendo durar em

média 2 a 3 meses.

Fonte: www.carrapatobovino.com®

Figura 4.1: Ciclo de vida do carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

Na fase parasitaria, o carrapato apresenta trés caracteristicas morfolégicas
distintas: larva, ninfa e adulto. A larva necessita de um hospedeiro para se fixar e
sobrevive com as reservas de alimento acumuladas na fase de ovo. Com a
alimentacdo e fixada ao hospedeiro inicia o processo de crescimento e
desenvolvimento tegumentario, passando por um periodo latente entre o 4° e 5° dia.
Em torno do 6° dia adquire uma nova estrutura,a ninfa, durando de 2 a 4 dias e
mais mudancgas no exoequeleto ocorrem levando a forma adulta. Depois de 22 dias
as fémeas fecundadas caem do hospedeiro e os machos permanecem fixados

podendo copular outras fémeas.
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Na fase nédo parasitaria, estdo os estagios de fémea adulta (tele6gina), ovo e
larva infestante. Ap6s a fémea se desprender do animal procura um local
apropriado para a posicdo dos ovos (temperatutra em torno de 26°C, umidade
>80%) que pode durar até 60 dias. Depois disso a fémea atinge coloracao
amarelada e morre. Os ovos podem iniciar a eclosdo apartir da 4° semana ap0s o

inicio da postura. Depois ocorre a maturacao das larvas e fixagdo ao hospedeiro.

Existem também outras espécies de carrapatos que atingem ndo somente 0s
animais como também os humanos, como a Febre Maculosa Brasileira que tem
como agente etiologico Rickettsia ricketsii. No contexto ecologico algumas espécies
de carrapatos podem transmitir a rickettsia para determinadas categorias de
animais silvestres, dentre eles o cachorro do mato, preas, roedores silvestres e 0s
gambas. No Brasil, o carrapato estrela do cavalo (Amblyomma cajennense) é
considerado o principal transmissor desta bactéria e esta presente em todo territério
nacional. Relatos desta zoonose parecem estar limitados aos estados da regido

sudeste.

Terpenos sdo muito utilizados em inddstrias como aromatizantes,
flavorizantes, repelentes® e muitas das plantas sdo ricas em limoneno na

composicdo’. Em alguns estudos observa-se em plantas atividades acaricida®,

8-10 8,10

repelente®*°, inseticida®'® e pesticida. Segundo Jaenson® em 2005 o limoneno
também apresenta essas atividades, a atividade inseticida esta no controle de
ectoparasitas e em plantas sensiveis a insetos controle de acaros e
microorganismos. Frente a isso, foram testadas as atividades acaricidas do

limoneno, do 6xido do limoneno e dos derivados [3-aminoalcoois.

117






2 OBJETIVO






2 OBJETIVO

Avaliar a existéncia de atividades ovicida e larvicida em carrapato bovino
Rhipichephalus (Boophilus) microplus do limoneno, do 6xido de limoneno e dos

compostos sintetizados.
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Os produtos testados (figura baixo) que foram sintetizados tém seus

protocolos descritos no capitulo 1 deste trabalho.

Os resultados da atividade ovicida estao dispostos na tabela 4.2. Os brancos
também foram feitos em triplicata utilizando somente etanol 96° (utilizado para
diluicdo) e obteve-se 0% de mortalidade apés as 48 horas do teste. Nao foi utilizado
padrdo positivo jA que ndo se tem nenhum produto comercializado para essas

formas morfoldgicas do parasita.
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Figura 4.2: Produtos testados

Nesse estudo os produtos 2, 6, 8, 9 e 10 apresentaram maior atividade que
os demais compostos. A CIM dos compostos 4 e 5 esta entre 0,3125 pg/mL e 0,150
pHg/mL, muito baixas implicando em pouca atividade ovicida. Os outros compostos
apresentaram atividade mais fraca, porém com a menor dosagem utilizada ainda

impossibilitou a ecloséo total de ovos.



Tabela 4.1: Resultados obtidos em indice de mortalidade (%) nos testes com os
ovos do carrapato bovino Rhipichephalus (Boophilus) microplus.
ncentragédo

10ug/mL | Spg/mL 25 1.25 0.625 0.3125 0.150
Composto pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/Ml
1 99,3+1.2 |89,3+1,2 |90,0+10,0 |91,0+3,6 | 75,0+50 [10,0t17,3 | 6,7+11,5
2 100 100 100 100 60,0+10,0 | 75,0+7,1 | 50,0+7,1
3 100 100 98,3+1,5 |91,7+7,6 | 97,7+2,5 |80,0+10,0 | 18,3+ 7,6
4 100 16,745,8 | 25,0+5,0 | 5757 | 6,7+11,5 3,345,8 0
5 100 100 100 100 6,7+11,5 3,345,8 0
6 100 100 100 96,045,3 | 89,7+9,5 | 96,7458 |45,0+35,4
7 100 100 100 100 96,7+5,8 | 83,3+15,3 | 16,7+28,9
8 100 100 96,7+5,8 |96,3+3,5 | 88,3+7,6 |83,8+153 |[33,3+15,3
9 100 94,0+4,6 | 97,0+3,6 100 80,0+1,7 | 65,0+5,0 |33,3+15,3
10 100 85+13,2 | 91,747,6 100 100 93,3+11,5 | 23,3+2,9
Branco 0 0 0 0 0 0 0

Nos testes da avaliacao larvicida observa-se também que o limoneno 1 € um

dos compostos menos ativos, significando que as modificacdes estruturais

realizadas em 1 foram benéficas para essa atividade. Sua atividade foi observada

com a concentragdo minima de 2,5 pg/ml e apo6s a mortalidade foi de 0%. Isso

também foi observado com os compostos 2, 3, 4 e 7 0 que implica que a

concentracdo inibitéria minima esta entre 2,5 pg/mL e 1,25 pg/mL e testes

posteriores serdo efetuados para determina-la.

Os compostos com atividade

mediana foram 5, 6 e 8 com CIM entre 1,25 pug/mL e 0,625 pug/mL, jA o 9 e 10

apresentaram melhores resultados.

Tabela 4.2: Resultados dos testes efetuados com as larvas desse carrapato bovino
expresso com indice de mortalidade (%6).

centragcao
bm\ 10 5 25ugMl | 1,25 0625 |03125 |0,150
Compostos pg/mL pg/mL pg/mL ug/mL ug/mL ug/mL
1 100 100 100 0 0 0 0
2 100 100 93.3+2.9 0 0 0 0
3 96.715.8 100 99.0+1.7 0 0 0 0
4 100 100 100 0 0 0 0
5 100 100 100 96.7+2.3 0 0 0
6 100 100 100 100 0 0 0
7 100 100 100 0 0 0 0
8 100 100 100 100 0 0 0
9 100 100 100 50 0 0 0
10 100 100 100 100 50 0 0
Branco 1 0 0 0 0 0 0 0
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Como pode ser observado, os produtos com boa atividade ovicida 6, 8, 9 e 10
também apresentaram interessante atividade larvicida, implicando em &timas
substancias para continuar o estudo com carrapatos. Os [-aminoalcoois
apresentam potente atividade como agentes acaricidas até em doses menores que
as apresentadas em varios experimentos realizados com ambas as larvas e ovos de

R. (B.) microplus.tt1213
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Os testes foram realizados no Laboratorio de Entomologia da Faculdade de
Veterinaria-UFRGS com colaboracao da professora Vera Lucia Sarda Ribeiro e da

professora Dr® Gilsane Von Poser (Faculdade de Farmacia-UFRGS).

4.1 Compostos

Os produtos testados 2-10 foram sintetizados no LaSOM e estdo descritos no

capitulo 1 deste trabalho.

4.2 Preparagao das amostras

Para o teste de imersdo dos ovos e das larvas, os compostos foram diluidos
serialmente em etanol 96° respectivamente, em ordem para obter-se as
concentracdes de 10 pg/mL, 5 pg/mL, 2.5 pg/mL, 1.25 pg/mL, 0,625 pg/mL, 0,3125
png/mL e 0,150 pg/mL.

4.3 Preparacao dos carrapatos

Coletaram-se fémeas de Ripicephalus (B.) microplus, medindo
aproximadamente 4.5mm. Estas fémeas foram lavadas com agua e secas em papel
toalha, e o peso médio foi de 0,30 g. Depois, foram incubadas a uma temperatura de
27-28 T e umidade de 70-80% por aproximadamente du as semanas até a postura
dos ovos. Esses ovos futuramente geram as larvas que séo utilizadas para o teste

larvicida.

4 .4 Efeito na eclosdo dos ovos

Aproximadamente 200 ovos férteis de R. (B.) microplus (0,01g) foram pesados
em tubos de vidro e imersos por 5 minutos em 1 mL de solucédo teste contendo os

produtos sintetizados (10 pg/mL, 5 pg/mL, 2.5 pg/mL, 1.25 pg/mL, 0,625 pg/mL,



0,3125 pg/mL e 0,150 pg/mL). As solugcbes foram removidas e apds a evaporagéo
do solvente os tubos foram fechados com algod&o e incubados a 27-28°C e 70-80%
de umidade relativa por aproximadamente 14 dias, até o inicio da eclosédo dos ovos.
O branco foi feito com 0 mesmo etanol utilizado nas diluicdes seriadas. Todas as
concentragdes, inclusive o branco, foram realizadas em triplicata. E as analises

estatisticas foram efetuadas com o teste ANOVA.

4.5 Teste de imersdo das larvas

O experimento foi realizado com R. (B.) microplus. Pesou-se
aproximadamente 100 ovos férteis (0,005g) em sacos de tecido do tipo TNT (1,0cm
x 1,5cm) (ver figura 4.3). Os sacos foram encubados a 27-28C e 70-80% de
umidade relativa por aproximadamente 14 dias, até a eclosdo dos ovos. Apos mais
14 dias de incubacé&o, os sacos que continham as larvas prontas para o teste foram
imersos por 5 minutos em 10- 20 ml de solugdo contendo os produtos sintetizados
(10 pg/mL, 5 pg/mL, 2.5 pg/mL, 1.25 pg/mL, 0,625 pg/mL, 0,3125 pg/mL e 0,150
png/mL). O controle foi feito com 0 mesmo etanol utilizado para as diluicdes seriadas.
Apés aproximadamente 1 hora, tempo para evaporar o solvente, os sacos foram
incubados a 27-28TC e 70-80% de umidade relativa por 48 horas. Larvas vivas e
mortas foram contadas para calcular-se posteriormente o percentual de mortalidade.
Todas as concentragfes testadas, inclusive o branco, foram realizadas em triplicata.
E as analises estatisticas foram efetuadas com o teste ANOVA.

Figura 4.3: Larvas dentro dos saquinhos para serem utilizadas
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Frente ao teste ovicida os compostos 2, 6, 8, 9 e 10 foram os mais ativos,
impedindo a eclosao total ou quase total dos ovos na menor dose utilizada (0,150
ug/ml). Porém, serdo necessarios mais testes para elucidar a CIM desses
compostos e dos menos ativos como 1, 3 e 7 ja que houve eclosdo dos ovos em
todas as doses utilizadas. A CIM foi definida entre 0,3125 pg/ml e 0,150 pl/ml para
0s compostos 4 e 5. Nos testes larvicidas, os compostos 6, 8, 9 e 10 foram os mais
ativos e o CIM pode ser definido entre todos os compostos. Os estudos relatados
sdo preliminares, mas fornecem uma indicagdo de que o0s R-aminodlcoois
apresentam potente atividade como agentes acaricidas com larvas e ovos de R. (B.)

microplus.

Este € o primeiro relato da avaliagdo carrapaticida de limoneno, 6xido de
limoneno e dos P-aminoalcoois do limoneno para a espécie de carrapato

Rhipichephalus (Boophilus) microplus.
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1 INTRODUCAO- Atividade leihmanicida

A leishmaniose € uma doenca provocada pelos parasitas unicelulares do
género Leishmania afetando mais de 12 milhées de pessoas e colocando em risco
a salde de 350 milhdes em cerca de 88 paises do mundo'. Existem trés tipos de
leishmaniose: visceral (ataca 0s orgados internos) causada por Leishmania
(Leishmania) chagasi, endémica nos continentes da Asia, Europa e América®**
com disseminacdo em outras areas,>® cutanea e mucocutanea (mucosas e a
pele).”® As duas Ultimas formas podem causar lesdes permanentes nos pacientes
e, se ndo tratadas, podem evoluir para a forma visceral da doenca, a qual é fatal ao

paciente pela queda da resposta imune com a morte dos macréfagos infectados.

Existem quatorze espécies patogénicas para o ser humano. As mais

importantes sao:

# As espécies L. donovani, L. infantum e L. chagasi que podem produzir a

leishmaniose visceral, mas, em casos leves, apenas manifestacdes cutaneas.

# As espécies L. major, L. tropica, L. aethiopica, L. mexicana, L. braziliensis e L.

peruviana que produzem a leishmaniose cutanea ou a mais grave, mucocutanea.

Embora o ciclo de vida das espécies (Figura 3.1) seja ligeiramente diferente,
ha pontos comuns entre elas. Sao libertados no sangue pela picada de dois
géneros de mosquitos: Lutzomyia e Phlebotomus. As leishmanias na forma de
promastigotas (1) ligam-se por receptores especificos aos macrofagos, pelos quais
sao fagocitadas (2). Elas sdo imunes aos acidos e enzimas dos lisossomos com
gue os macrofagos tentam digeri-las, e transformam-se nas formas amastigotas (3)
apos algumas horas (cerca de 12h). Em seguida, come¢am a multiplicar-se por
divisdo binaria (4), saindo para o sangue ou linfa por exocitose e por fim conduzem
a destruicdo da célula, invadindo mais macréfagos tornando-se uma infeccao
sintomatica resultando em leihmaniose cutanea ou visceral. O inseto transmissor
picando o paciente ingere formas amastigotas (5,6) que demoram oito dias ou mais
para se transformarem em promastigotas (7) e multiplicarem-se no seu intestino,
migrando depois para as proboscis (8) infectando novo ser humano com sua

picada, reiniciando o ciclo.



Sandfly Stages Human Stages

,ﬂﬁ Infective Stage
ﬁ= Diagnostic Stage

fonte: http://www.cdc.gov/*°

Figura 5.1: Ciclo de vida da Leishmaniose.

O tratamento é efetuado por administracdo de compostos antimoniais
(stibogluconato de sédio e antimoniato de meglumina), pentamidina, anfotericina B
lipossomal e miltefosina (hexadodecilfosfocolina). Entretanto, eles apresentam
problemas em termos de vias de administracdo, duragdo do tratamento
(normalmente 3-4 semanas), alta toxicidade e custo, limitando o uso destes
tratamentos nas areas endémicas da doenca, 0 que torna a busca por novos

agentes leishmanicidas uma prioridade.”®

Oleos essenciais sdo importantes alternativas para terapias antiparasitarias,
eles tém sido usados como auxiliar em infecgdes por parasitas.™* o extrato do liméao,
um fruto que tem o limoneno como seu componente majoritario, apresentou
atividade antiparasitaria in vivo contra T. gallinarum e H. meleagridis.*® Ent&o,
estudar o limoneno e seus derivados sintéticos é uma boa estratégia em busca de

novas alternativas de tratamento.
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2 OBJETIVO

Avaliar a existéncia de atividade leishmanicida in vitro do template - limoneno
— e de alguns derivados B-aminoalcoois sintetizados frente a formas promastigotas

de Leishmania (Vianna) braziliensis.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os produtos testados in vitro frente & forma promastigota de Leishmania
(Vianna) braziliensis, empregando como padrdo o isotionato de pentamidina,
encontram-se listados na figura 3.2. O derivado aziridina 3 foi sintetizado por J.
Limberger®® e incluido no teste a fim de se verificar a influéncia do anel nitrogenado

na atividade.

WOH (WOH \OH
WOH H W /\
é‘ N\/\/\NH2 é‘ "o N 0

Figura 5.2: Produtos testados para a atividade leishmanicida

A atividade leishmanicida encontrada nesse trabalho estd demonstrada na
tabela abaixo. Dentre os sete 3-aminoalcoois testados dois deles foram mais ativos
gue o padrao (48,5 + 28,7 uM) e cinco foram mais ativos que o limoneno 1. O
Limoneno 1 nesse teste se mostrou inativo (876,2 £ 216 uM) demonstrando que
este terpeno isolado ndo € um bom antiparasitario contra formas promastigotas de

Leishmania (Vianna) braziliensis.



Tabela 5.1: Resultados obtidos nos testes efetuados nesse estudo.

Compostos LDso (UM)*

876,2 + 216

76,5+13,9

510,0 +92,5

>1330

1042,6 + 65,2

>1333

0,71 £ 0,095

830,7 £185

© [I00 (IN {Io 107 {1 [lwo (IN {1

0,408 + 0,01

Pentamidina 485+ 287

*LDsy (UM): dose letal mediana é a quantidade de uma determinada substancia necessaria para
provocar a morte de 50% da populagédo em estudo.

De fato, os derivados n-propila 7 (0,71 = 0,095 uM) e fenila 9 (0,408 + 0,02
MM) exibiram poderosas atividades. O carater lipofilico dos substituintes parece ser
importante a fim de interagir com o parasita onde com compostos muito lipofilicos 8
e muito hidrofilicos 4 a atividade n&o foi observada. Pode-se observar claramente
gue quando a atividade dos compostos diminui a polaridade aumenta. Os trés
derivados menos ativos foram 4 com cadeia putrescina, 5 com etanolamina e, 6 com
anel da morfolina apresentando nenhuma atividade na maior concentracéo utilizada

Nno ensaio.

O volume do substituinte é outro aspecto importante, uma vez que 0
composto 8 contendo grupamento benzilamina (830,7 + 185 yuM) foi menos ativo
que o B-aminoalcool 9 com anilina (0,408 + 0,01 uM). Também foi observado que a
alilaziridina 3 apresentou um baixo desempenho ao mesmo teste (510,0 £ 92,5 uM)
levando em consideracdo o resultado obtido com a 2 (76,5 £ 13,9 uM), as
modificagdes estruturais no anel cicloexeno causado pela adicdo do nucleo
aziridina, que constitui um novo sistema biciclo tenso pode ser responsavel pela
reducdo da atividade. Futuras investigacbes devem ser realizadas a fim de

esclarecer essa falta de atividade.

Os resultados obtidos com esse trabalho sdo preliminares e ndo podem

estabelecer um estudo de relacdo-atividade de compostos. No entanto, eles
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caracterizam que a introducdo de heterodtomo como o0 nitrogénio na porgao

endociclica do limoneno demonstram promissora atividade para leishmania.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

Os testes para a determinacdo da atividade leishmanicida dos compostos
foram realizados no Centro de Referéncia em Leishmanioses (CRLeish) do Instituto
de Pesquisa Clinica Evandro Cunha da Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro,
RJ, sob a coordenacdo da Prof®. Dr®. Maria de Fatima Madeira.

Para os ensaios utilizaram-se formas promastigotas de Leishmania (Vianna)
brasiliensis (MCAN/BR/98/R.619) obtidas do banco de amostras do Servico de
Parasitologia/IPEC/Fiocruz em fase infectiva. Os parasitas foram mantidos in vitro
em meio Schneider’'s Drosophila medium (pH 7,2) suplementado com 10% de soro
fetal bovino a 26 °C em estufa bioldégica, sendo utilizados somente até a quinta
passagem para garantir a infectividade dos parasitas nos ensaios. Em fase log da
curva de crescimento (quarto dia), a cultura foi centrifugada (4000 rpm, 10 min, 4
°C) e o sedimento foi ressuspenso em 1 mL do sobrenadante da mesma cultura,
quantificada em camara de Neubauer e a concentracdo ajustada para 2 x 10°
promastigotas/mL. Os compostos foram dissolvidos em DMSO para concentracao
estoque de 10 mg/mL e conservados a temperatura de 4 °C até o momento do uso.

Nos ensaios utilizaram-se as concentracdes de 0,156 pg/mL a 320 ug/mL.

A determinacdo da atividade leishmanicida foi realizada em placas para
cultura de 96 pocos. Um volume de 100 pL da suspensdo de parasitas (2 x 10°
promastigotas) foi colocado nos pocos em triplicatas, com o mesmo volume dos
compostos diluidos. O controle utilizado foram parasitas sem adicdo de qualquer
outra substancia; parasitas com isotionato de pentamidina (320 pg/mL) e parasitas
expostos a concentracao de 1,4% do solvente, que foi a concentracdo utilizada nos
ensaios. Tal concentracdo n&o possui efeito lesivo sobre os parasitas. A incubacao
foi feita a 26 °C em estufa bioldgica e apdés 24 horas os parasitas foram
quantificados em camara de Neubauer empregando corante vital (Azul de Triptan
0,1 em PBS). As atividades foram expressas em LDsy (ug/mL), indicando a
concentracdo necesséria para a inibicdo de 50% do crescimento de formas
promastigotas de L. braziliensis. Os valores obtidos a partir da contagem dos
parasitas foram plotados de forma grafica no software Microsoft Office Excel® e

analisados pelo teste t de Student. Para os testes de significancia estatistica,



considerando os valores de p < 0,05 foi empregado o teste ANOVA seguido pelo

teste Student-Newman-Keuis e Kuskall-Wallis do software SPSS for Windows®.
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho foi demonstrada uma excelente atividade in vitro para
derivados B-aminodlcoois do R-(+)-Limoneno contra as formas promastigotas de

Leishmania (Vianna) braziliensis.

A interessante atividade de alguns compostos contra essas formas é de
extremo interesse. A utilizacdo de um modelo natural, econébmico e amplamente
encontrado, gerando compostos biologicamente ativos em poucas etapas sintéticas
€ uma boa estratégia para a descoberta de novos leads. Outros ensaios
farmacoldgicos estdo em andamento com o objetivo de investigar o mecanismo de
acado desses derivados. Este € o primeiro relato de atividade leishmanicida para

derivados [1-aminoalcoois do limoneno, bem como da inatividade do limoneno.
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